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Como é que você reage às quedas que sofre na vida? 
Como é que você administra os fracassos? 
Não há receitas mágicas que nos façam vencer os obstáculos. 
Mas ouso dizer que há um jeito interessante de olhar  
para as quedas que sofremos. 
É só não permitir que elas sejam definitivas. 
É só não perder de vista a primavera que o outono prepara. 
Administre bem os problemas que você tem, não permita que o contrário aconteça. 
Se você não administrá-los eles administrarão você. 
Deus lhe quer vencedor, a vitória já está preparada feito o presente que  
está embrulhado e precisa ser aberto. Não perca tempo! 
Já começou vencer aquele que se levantou para recomeçar o caminho.   
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Neste trabalho o meio condicionado derivado de explante cardíaco humano foi 
analisado para identificar fatores solúveis liberados pelos explantes e determinar o 
potencial cardiomiôgenicas sobre células tronco mesenquimais (CTMs) derivadas da 
medula óssea. Através da utilização de arranjos de anticorpos foi possível identificar 
muitos fatores de crescimento e citocinas liberados pelos explantes cardíacos. 
Dentre os fatores liberados pelos explantes cardíacos foram identificados citocinas 
pró-inflamatórias e anti-inflamatórias, bFGF, IGFBP-1 e IGFBP-2. Além disso 
também foram realizados géis bidimensionais e espectometria de massas para 
determinar algumas da proteínas que são liberadas ao meio de cultura. Muitas 
proteínas estruturais foram identificadas provavelmente devido ao dano do tecido e 
apoptose. Uma grande parte dos fatores liberados pelos explantes parecem 
importantes na citoproteção, diferenciação do tecido cardíaco e reparo. Nós 
hipotetizamos que os explantes cardíacos humanos talvez funcionem como uma 
fonte de fatores solúveis que talvez tenham influência na indução das CTMs à 
células semelhantes à cardiomiócitos, ou talvez, à células semelhantes ao endotélio. 
Assim, a influência do meio condicionado nas CTMs foi analisado através da 
expressão de genes selecionados por RT-PCR e por imunofluorescência indireta 
(IFI). Níveis aumentados do mRNA de VEGF, conexina-43, troponina I e troponina T 
foram observados nas amostras tratadas quando comparadas com o controle. O 
mRNA de Nkx 2,5, um importante fator transcricional envolvido na cardiomiogênese, 
foi detectado em duas amostras. As análises da expressão de proteínas e 
localização por IFI mostram que as CTMs tratadas com meio condicionado tem uma 
grande quantidade de células positivas para troponina T cardíaca, troponina I 
cardíaca e α-actinina. Essas células apresentam uma morfologia e núcleo distintos. 
Embora os níveis de mRNA de conexina-43 pareçam aumentadas nas culturas 
tratadas, as análises de IFI não mostram diferenças evidentes entre as células 
tratadas e não tratadas. Nossos resultados sugerem que o meio condicionado de 
explantes cardíacos humanos talvez funcionem como um modelo in vitro para 
estudar fatores de diferenciação cardíaca, além de futuramente esses fatores serem 












In the present work conditioned medium by human cardiac explant was analyzed to 
identify soluble factors released by the explants and to determine the cardiomyogenic 
potential on bone marrow derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs). By using 
antibody arrays, it was possible to identify several growth factors and cytokines 
produced by the human explants. Among the several factors released by the cardiac 
explants we identified pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines, bFGF, 
IGFBP-1 e IGFBP-2. Besides, two-dimensional gels and mass spectrometry were 
carried out to determine some of the abundant proteins that are released to the 
culture medium. Several structural proteins were detected probably due to tissue 
damage and apoptosis. A great deal of the factors released from the explant seems 
to be important in cytoprotection, cardiac tissue differentiation and repair. We 
hypothesized that human cardiac explants may function as a source of soluble factor 
that might commission MSC differentiation to cardiomyocyte-like and, perhaps, to 
endothelial-like cells. Thus, the influence of the conditioned medium on BM-MSC was 
analyzed through the expression of selected genes by RT-PCR/qPCR and by indirect 
immunofluorescence (IFI). Increased levels of VEGF, Connexin 43, Troponin T and 
Troponin I mRNAs were observed in the treated samples when compared with the 
controls. Nkx2.5 mRNA, an important transcription factor involved in 
cardiomyogenesis, was detected in only two treated sample. The analysis of protein 
expression and localization by IFI showed that BM-MSCs treated with cardiac 
explant- conditioned medium had a high number of positive cells for cardiac Troponin 
T, Troponin I and α-actinin. These cells presented a distinct morphology and nucleus. 
Even though Connexin 43 mRNA seems to have increased level in the treated 
cultures, IFI analyses do not show evident differences between treated and not 
treated cells. Our results suggest that conditioned medium with human cardiac 
explant might function as an in vitro model for studying cardiac differentiation factors; 






1.1 Desenvolvimento Cardíaco: vias de sinalização 
 
O desenvolvimento cardíaco depende de muitas vias de sinalização que são 
responsáveis por ativar ou inibir redes de regulação de transcrição e tradução 
importantes para a especificação cardíaca (SHIOJIMA & KOMURO, 2005).  
Interações entre diferentes tecidos ou camadas germinativas desenvolvem 
um importante papel no desenvolvimento do coração durante a embriogênese. 
Fatores solúveis secretados por tecidos endodermais ou ectodermais adjacentes 
são essenciais para o comprometimento de células mesodermais à linhagem 
cardíaca (SHIOJIMA & KOMURO, 2005). Assim fatores de crescimento como 
proteínas morfogenéticas do osso (BMPs), fator β de crescimento e transformação 
(TGF- β), fator de crescimento de fibroblasto (FGF) e proteínas Wnt são importantes 
para a especificação cardíaca (COHEN et al., 2008).  
Proteínas Wnt consituem uma grande família de moléculas de sinalização que 
são secretadas e que regulam aspectos cruciais do desenvolvimento, dentre eles o 
desenvolvimento cardíaco, diferenciação das células-tronco e renovação celular 
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(LOGAN & NUSSE, 2004). Sua forma de ação nas células é pela via de sinalização 
canônica que consiste da ligação das proteínas Wnt a um complexo formado pelo 
receptor de membrana Frizzled (Fzd) e pelo receptor de lipoproteínas relacionado às 
proteínas 5/6 (Lrp5/6). Uma vez que Wnt está ligado à seus receptores ocorre a 
ativação da proteína efetora intracelular Dishevelled (Dv1) que inibe um complexo de 
proteínas que são responsáveis por fosforilar a β-catenina e levá-la para a via de 
degradação. Uma vez que a β-catenina se estabiliza no citoplasma, entra e se 
acumula no núcleo e liga a sítios específicos no DNA ativando a transcrição de 
genes alvos (FLAHERTY & DAWN, 2008). Entretanto, a ação de Wnt nas células 
pode ser independente da proteína β-catenina pela via de sinalização não canônica. 
Nessa via a proteína Wnt se liga aos receptores Fzd e ativa duas vias intracelulares 
independentes: via Ca+2/proteína quinase C (PKC) e RhoA/JNK (VEEMAN et al., 
2003). Na sinalização Ca+2/PKC quando as Wnt se liga ao receptor ocorre ativação 
das subunidades triméricas da proteína G, que ativa a sinalização intracelular de 
Ca+2 bem como a proteína quinase dependente de Ca+2 e proteína quinase 
dependente de calmodulina. Já na sinalização RhoA/JNK , as proteínas Wnt ativam 
a família Rho GTPases, tais como a RhoA e Rac (PANDUR et al., 2002) (Figura 1).       
Experimentos com células tronco embrionárias de camundongos sugerem 
que a ativação da via canônica Wnt age no início do desenvolvimento embrionário 
para potencializar o comprometimento das células à linhagem cardíaca (NAITO et 
al., 2006), pois quando ocorre o bloqueio dessa via, durante o período inicial da 
diferenciação, os marcadores cardíacos como o Nkx 2.5 e o aparecimento de 
cardiomiócitos também são bloqueados (UENO et al., 2007). A ativação da 
sinalização Wnt canônica na fase inicial da embriogênese induz a diferenciação das 
células embrionárias em cardiomiócitos, no entanto, é necessário que essa via seja 
desativada na fase tardia da diferenciação, pois ela inibe a continuação da 
especificação cardíaca (NAITO et al., 2006). 
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FIGURA 1 - VIA DE SINALIZAÇÃO DE WNT  
FONTE: COHEN & MORISSEY (2008) 
   
Alguns antagonistas da via Wnt canônica, como as proteínas crescente e 
Dikkopf (DKK), competem pelos receptores de membrana Fzd e Lrp5/6 ativando a 
via. Recentemente foi descoberto que além dessas duas proteínas, as proteínas de 
ligação ao fator de crescimento semelhante à insulina-4 (IGFBP-4) induzem a 
diferenciação das células tronco de carcinoma embrionários in vitro e de células de 
embriões de Xenopus em cardiomiócitos in vivo antagonizando com a via Wnt/β-
catenina e interagindo diretamente com os receptores Fzd e Lrp5/6 (ZHUO et al., 
2008).  
TGF-β e BMP são proteínas da família de citocinas que possuem um papel 
essencial no desenvolvimento embrionário. A ativação da via de sinalização 
acontece com a ligação das proteínas TGF-β e BMP aos receptores de membrana 
tipo I e II com a consequente transdução de sinal para as proteínas Smads. As 
proteínas Smads ativadas se concentram no núcleo e formam um complexo de 
proteínas Smads que se liga à regiões específicas do DNA regulando a expressão 
de genes cardíacos específicos (SHI & MASSAGUÉ, 2003) (Figura 2).  
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No desenvolvimento cardíaco, TGF-β tem a função de induzir a transição das 
células da epiderme para a mesoderme (YANG & WEINBERG, 2008), originando as 
válvulas cardíacas (MERCADO PIMENTEL & RUNYAN, 2007). Ratos que não 
possuem a expressão de TGF-β, não formam as válvulas cardíacas e 
conseqüentemente mostram um defeito na transmissão do sangue átrio-ventricular 
(WU &HILL, 2009), enquanto que ratos que não expressam BMP ou um receptor, ou 
os dois, morrem durante a fase de gastrulação porque não ocorre a septação para a 
formação de átrio e ventrículo (WIJK et al., 2007).       
 
 
FIGURA 2 – VIA DE SINALIZAÇÃO TGFβ/BMP. 
FONTE: GUO & WANG (2009)  
 
Os mecanismos de indução e diferenciação de células musculares à 
cardiomiócitos durante a cardiogênese dependem da expressão de alguns fatores 
transcricionais, dentre eles o fator transcricional NK2 relacionado ao lócus 5 (Nkx 
2,5). Nkx 2.5 é um dos cinco genes membros da família Nkx 2 que são expressos 
durante o desenvolvimento do coração de vertebrados (SHIOJIMA et al., 1996). 
Seus genes são expressos na fase inicial do desenvolvimento embrionário e essa 
expressão se mantém predominante no músculo cardíaco adulto (KOMURO et al., 
1993; LINTS et al., 1993). Estudos comprovam que doenças cardíacas congênitas 
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estão associadas à mutação do gene Nkx 2.5 causando defeitos nos septos atriais e 
ventriculares, anormalidades nas veias que conduzem o fluxo de sangue para fora 
do coração e bloqueio da condução átrio-vetricular (TARGOFF et al., 2008). 
Portanto, sua expressão em células progenitoras do miocárdio embrionário e no 
coração adulto sugerem um papel na diferenciação da linhagem do miocárdio e na 
manutenção do fenótipo muscular cardíaco (MABLY & LIEW, 1996).    
Os mecanismos de indução de diferenciação de cardiomiócitos durante a 
cardiogênes não é bem definida, mas acredita-se que durante o processo de 
gastrulação as proteínas Wnt são expressas, ativando a via de sinalização da β-
catenina que promove a migração de células progenitoras para as regiões bilaterais 
de formação do coração. Com o movimento das células progenitoras, a sinalização 
de Wnt é inibida pelos fatores DKK1 e crescente e é iniciada a expressão do fator 
trascricional Nkx 2.5 que até então estava inibida. Uma vez que as progenitoras 
tenham atingido a posição lateral do coração, Nkx 2.5 ativa a expressão de BMP na 
endoderme e ectoderme que conseqüentemente potencializa a ativação do fator 
transcricional Nkx 2.5, promovendo a formação dos sarcômeros e a contração 
espontânea do coração (WIJK et al., 2007).  
Nkx2,5 junto a outros fatores de transcrição como GATA4 acabam induzindo 
a expressão dos genes estruturais das células cardíacas, por exemplo, genes que 
codificam as proteínas do sarcômero (THOMAS et al., 2001). O sarcômero é a 
unidade funcional dos cardiomiócitos (LEAVIS & GERGELY, 1984). Cada sarcômero 
é composto de um arranjo geométrico de filamentos grossos da miosina, que por 
sua vez é contornada por filamentos finos de actina e do complexo das troponinas: 
troponina I, troponina T e troponina C (PARMACEK & SOLARO, 2004) (Figura 3).      
Os sarcômeros se conectam uns aos outros através dos discos intercalares 
que são os responsáveis pela condução dos potenciais eletromecânicos diretamente 
entre os citoplasmas de células adjacentes via junções gap. As junções gap 
permitem que os potenciais de ação sejam espalhados diretamente entre as células 
pela despolarização e repolarização do coração através dos canais de Na+/K+. Esse 
movimento coordenado de íons permite que o coração desenvolva suas funções 
normais de sístole e diástole (LI et al., 2009). 
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FIGURA 3 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DOS FILAMENTOS CARDÍACOS. 
FONTE: PARMACEK & SOLARO (2004).   
 
1.2 Infarto cardíaco 
 
A obstrução da artéria coronária leva ao infarto do miocárdio juntamente com 
a morte de cardiomiócitos, sobrecarregando as células do miocárdio sobreviventes e 
levando à falhas cardíacas. Outras causas de falhas cardíacas, incluindo doenças 
crônicas como a hipertensão, também são caracterizadas por uma diminuição do 
número de cardiomiócitos (DIWAN et al, 2007). 
Quando o infarto do miocárdio ocorre, ele gera a morte celular com o 
rompimento da matriz extracelular e a produção de matriz metaloproteinases (MMP) 
que sinaliza para que células inflamatórias migrem até o local da lesão. Isso leva ao 
aumento da produção de citocinas e à subseqüente migração, proliferação e 
diferenciação dos fibroblastos. O excesso de fibroblastos é seguido pela deposição 
de matriz extracelular resultando na fibrose e formação da cicatriz no tecido 
danificado (CREEMERS et al., 2001). Os fibroblastos são células de origem 
mesenquimal que estão envolvidos na manutenção da estrutura cardíaca, incluindo 
a homeostase da matriz extracelular, produção de fatores de crescimento, citocinas 
e MMP, além de manter o balanceamento entre a síntese e degradação dos tecidos 
conectores (BAUDINO et al., 2006).  
A formação da cicatriz é essencial para que a ferida causada pelo infarto seja 
curada rapidamente, pois ela oferece uma barreira mecânica contra demais danos 
(MUTSAERS et al., 1997). Uma vez que essa cicatriz se torna grande o suficiente 
para interferir com as funções normais do coração e/ou arritmia, o quadro evolui 
para uma insuficiência cardíaca congestiva (CHANG & TOWBIN, 2006). A 
insuficiência cardíaca congestiva ocorre quando o coração não está sendo capaz de 
bombear o sangue em direção aos tecidos e suprir a necessidade de oxigênio e 
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nutrientes do organismo, sendo, portanto, causa primária de morte 
(www.policlin.com.br/drpoli/003/ - acesso em 21/11/09).  
As doenças cardiovasculares são a principal causa de morte no mundo, com 
índices de 15 milhões de pessoas por ano, segundo a organização mundial da 
saúde (www.saude.gov.br – acesso em 01/11/09). Pensando na redução dos 
números de óbitos, desde 2002, numerosas triagens clínicas têm sido realizadas 
para testar a segurança e eficácia de transplante de células mononucleares 
derivadas da medula óssea para o tratamento de infarto do miocárdio (BURT et al., 
2008). Os resultados iniciais confirmaram a segurança da terapia celular e então 
despertaram o entusiasmo para o transplante de células tronco. 
 
1.3 Terapia Celular e células tronco 
 
Terapia celular é um método que se baseia na substituição de células mortas 
através do transplante de células novas viáveis, restaurando assim a função de um 
órgão ou tecido. Há anos esse método vem sendo empregado na cura de leucemias 
através do transplante de medula óssea, em que a medula óssea doente é 
substituída por células de medula óssea sadias (NIH – http://stemcells.nih.gov/info - 
acesso em 22/11/09).  
De acordo com Sell (2004) a terapia celular pode ocorrer de várias formas: 
 transplantes de células tronco autólogas (do próprio paciente) ou alogênicas 
(de outro doador); 
 transplantes de células funcionais maduras; 
 a aplicação de células humanas modificadas que são usadas para produzir 
uma substância necessária, como por exemplo, a insulina (KIM et al., 2009); 
 os xenotransplantes (transplante de células, tecidos ou órgãos que estejam 
se dividindo, de uma espécie para outra) utilizado, por exemplo, para estudar 
doenças degenerativas de humanos em ratos através da implantação de 
células neurais no cérebro (KELLY et al., 2009).  
Atualmente a terapia celular com a utilização de células tronco tem ganhado 
destaque entre a comunidade cientifica, na tentativa de cura de doenças como 
diabetes (REINDERS et al., 2009) ou regeneração de tecidos perdidos como a pele 
(MANSBRIDGE, 2009).   
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As células tronco são células que tem a capacidade de se autorrenovar e 
diferenciar em outros tipos celulares (NIH – http://stemcells.nih.gov/info - acesso em 
22/11/09). A autorrenovação das células tronco consiste na capacidade de se 
dividirem e formarem células filhas com o mesmo potencial (AMIT et al, 2000). De 
acordo com o potencial de diferenciação das células tronco, elas podem ser 
classificadas em: totipotentes, que são capazes de gerar qualquer célula do corpo 
inclusive os anexos embrionários: placenta e cordão umbilical; pluripotentes, que 
tem a capacidade de originar os três folhetos embrionários (endoderme, mesoderme 
e ectoderme) e multipotentes, que possuem a capacidade de gerar apenas alguns 
tipos de células, normalmente se restringe ao tipo celular de um mesmo folheto 
embrionário (NIH – http://stemcells.nih.gov/info - acesso em 22/11/09).  
 
 
1.4 Células Tronco Embrionárias: 
 
As células tronco embrionárias (CTEs) são derivadas da massa interna do 
blastocisto de embriões obtidos de óvulos fertilizados in vitro.  Logo após a 
fertilização do óvulo ocorre a formação do zigoto, uma célula totipotente, que ao 
sofrer uma sucessão de divisões forma a mórula. Cada célula dessa mórula também 
é totipotente. O estágio seguinte é a formação do blastocisto e é de onde as CTEs 
são isoladas para utilização in vitro (MONTOYA et al., 2005). Essas células não 
estão presentes no organismo adulto, mas apenas por um pequeno período durante 
o desenvolvimento embrionário (HABIB et al., 2008). As CTEs são cultivadas em 
placas coberta com fibroblastos embrionários de camundongo ou humanos (feeder 
layer), onde poderão ser propagadas indefinidamente mantendo seu estado 
indiferenciado ou induzidas a diferenciar em tipos celulares determinados, 
dependendo do estímulo (RICHARDS et al., 2002). Se mantidas no estado 
indiferenciado tanto as CTEs quanto seus clones mantêm a pluripotência, o cariótipo 
diplóide normal e mostram uma alta atividade da telomerase durante a propagação 
em cultura (GRIVENNIKOV, 2008). No entanto, quando essas células são retiradas 
dessa camada de alimentação elas espontaneamente formam grupos de células 
diferenciadas denominadas de corpos embrióides, que contém células derivadas das 
três camadas germinativas: endoderme, mesoderme e ectoderme (MURRY & 
KELLER, 2008) (Figura 4). 
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Kehat (2001) e colaboradores foram os primeiros da descrever um sistema 
reprodutível de diferenciação das CTEs à cardiomiócitos in vitro. Nesse sistema as 
CTEs foram induzidas a formar corpos embrióides que já no 4º dia apresentavam 
contrações rítmicas em áreas pequenas. O sucesso da diferenciação foi 
comprovado através da expressão de marcadores específicos de cardimiócitos, 
além da análise eletrofisiológica demonstrando que os corpos embrióides possuem 
cardiomiócitos que se assemelham à miócitos embrionários (KEHAT et al., 2001). 
Em 2004, Kehat e colaboradores descreveram o primeiro transplante de CTEs 
murinas difrenciadas em cardiomiócitos em coração de suínos e mostrou que essas 
células transplantadas se integraram fisicamente e mecanicamente no coração. Em 
um outro estudo, quando CTEs murinas diferenciadas à cardiomiócitos são 
transplantadas em ratos com danos isquêmicos do miocárdio, ocorre uma melhora 
da função cardíaca e elas permanecem viáveis por no mínimo 4 semanas (YANG et 
al., 2008). 
No entanto, as possíveis terapias baseadas com as CTEs apresentam 
algumas barreiras, dentre elas está a formação de teratomas. Quando corpos 
embrióides derivados de linhagens humanas de células tronco embrionárias são 
injetados em camundongos imunodeprimidos, eles dividem e diferenciam 
descontroladamente formando teratomas, tumores que contém células derivadas 
das três linhagens germinativas (THOMSON et al., 1998) além de apresentarem 
marcadores similares aqueles encontrados em tumores malignos (BLUM & 
BENVENISTY, 2008). O gradiente de Percol é uma técnica que poderia auxiliar na 
purificação de células diferenciadas a partir de corpos embrióides, entretanto esse 
método não exclui completamente a presença de outras CTEs indiferenciadas 
(CHRISTOFOROU & GEARHART, 2007).  
Outra limitação na utilização das CTEs são os problemas com a 
histocompatibilidade porque as CTEs expressam uma subclasse de antígenos 
leucocitários humanos (HLA) o que leva a rejeição das células enxertadas no órgão 
(LAFLAME & MURRY, 2005). O uso de imunosupressores seria uma alternativa, 
mas de acordo com Silverman (1987) a concomitante aplicação de 
imunossupressores com as CTEs prejudica o miocárdio danificado (SILVERMAN & 
PFEIFER, 1987).  
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Além das limitações já citadas acima a maior dificuldade na utilização das 
CTEs se encontra nas restrições éticas devido ao uso de embriões humanos 




FIGURA 4– CULTIVO DE CÉLULAS TRONCO EMBRIONÁRIAS IN VITRO 
FONTE: Livro: “stem cells: scientific progress and future research directions” (2001) 
NOTA: As CTEs podem originar células das três linhagens germinativas: endoderme, mesoderme e 
ectoderme. 
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1.5 Células Tronco Adultas: 
 
Uma alternativa para contornar os problemas com a utilização de CTEs é a 
utilização de células tronco adultas (CTAs).  
As CTAs são células indiferenciadas que se encontram entre células 
diferenciadas de um tecido ou órgão, que podem se autorrenovar mantendo sua 
população indiferenciada (PEKOVIC & HUTCHISON, 2008), ou podem se diferenciar 
no tipo de células especializadas daquele tecido em que ela se encontra (CAPLAN & 
DENNIS, 2006). Sua função primária no tecido é manter e reparar o tecido em que 
ela se encontra (NIH – http://stemcells.nih.gov/info - acesso em 22/11/09).    
As CTAs residem em um nicho tecidual especifico onde permanecem sem se 
dividir a menos que sejam ativadas por uma necessidade normal de manutenção do 
tecido ou devido à doenças ou danos no tecido causado por infartos, por exemplo 
(NIH – http://stemcells.nih.gov/info - acesso em 22/11/09). Os mecanismos prováveis 
pelos quais as CTAs agem na recuperação do tecido danificado como no caso do 
coração são: (a) proteção dos cardiomiócitos da morte por apoptose; (b) liberação 
de fatores de efeito parácrino como as citocinas, que auxiliam, por exemplo, na 
angiogênese; (c) mobilização de células tronco cardíacas residentes (ou mesmo da 
medula óssea) para reparar as células danificadas (d) indução da proliferação de 
cardiomiócitos endógenos (ELGEMANN & FRANZ, 2006). 
Embora apresente uma capacidade de diferenciação mais limitada quando 
comparada com as CTEs, o fato das CTAs não formarem teratomas, poderem ser 
extraídas do próprio paciente, evitando assim problemas com rejeição, e de serem 
eticamente aceitas para manipulação in vitro e aplicação in vivo, as CTAs tornaram-
se muito atrativas para seu uso na terapia celular (PATEL et al., 2008). A principal 
fonte de CTAs é a medula óssea que contém diferentes populações celulares com 
capacidade de migrar e transdiferenciar em células de diferentes fenótipos. 
Basicamente, na medula óssea podemos encontrar duas populações de CTAs: 
células tronco hematopoéticas (CTHs) e célula tronco mesenquimais (CTMs) 
(GERSH et al., 2009).  
As células tronco hematopoéticas possuem a capacidade de se autorrenovar 
e diferenciar em células sanguíneas das linhagens mielóides e linfóides. Assim, 
dependendo da necessidade que o organismo e/ou tecido apresentem, elas são 
capazes de balancear entre as vias de diferenciação e/ou autorrenovação das 
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células sanguíneas (RATAJCZAK et al., 2008). Numerosos estudos mostram a 
eficácia na melhora da função cardíaca quando as CTHs são injetadas diretamente 
no órgão ou mobilizadas de seus reservatórios (ORLIC et al., 2001; ROTA et al., 
2007). Porém, a melhora da função ocorre por efeitos secundários como liberação 
de citocinas e não pela própria diferenciação das CTHs (MURRY et al, 2004; 
KAMIHATA et al., 2001).  
Juntamente com as CTHs estão as CTMs que também se encontram na 
medula óssea, sendo que a forma de separação das duas linhagens (CTHs e CTMs) 
in vitro é baseada na propriedade que as CTMs apresentam de aderir ao plástico, 
além de marcadores de superfície celular que se expressam apenas nas CTMs 
(NESSELMAN et al., 2008). Em 2006, a Sociedade Internacional para Terapia 
Celular propôs três critérios para definir CTMs: (1) aderência ao plástico quando 
mantidas em meios de cultura padrão, (2) expressão de marcadores mesenquimais: 
CD105, CD73 e CD90 e ausência na expressão de marcadores hematopoiéticos: 
CD45, CD34, CD14, CD79 e HLA-DR e (3) capacidade de diferenciar, no mínimo, 
nas três linhagens mesodermais: osteoblastos, condrócitos e adipócitos quando 
cultivadas com meio próprio de indução (DOMINICI et al., 2006). A morfologia 
semelhante ao fibroblasto juntamente com os critérios definidos acima caracteriza as 
CTMs in vitro (PITTENGER et al, 1999) (Figura 5). 
Tradicionalmente a medula óssea é a principal fonte de obtenção de CTMs, 
com 100% de eficiência em seu isolamento (REBELLATO et al., 2008), mas outras 
fontes como tecido adiposo (ZHANG et al., 2009) e sangue do cordão umbilical 
(KESTENDJIEVA et al., 2008) também são usados para isolar células semelhantes 
à CTMs. As eficiências de isolamento destas fontes alternativas são de 100% e de 
30% respectivamente (REBELLATO et al., 2008).  
A grande dificuldade da terapia celular utilizando as CTMs se deve ao seu 
reduzido número nos tecidos, por exemplo, as CTMs da medula óssea apresentam 
uma freqüência de aproximadamente 0,05% da fração celular (STRAUER & 
KORNOWSKI, 2003) enquanto que as CTMs de tecido adiposo representam cerca 
de 0,5% do tecido (DE UGARTE  et al., 2003). Para que a terapia celular seja 
eficiente, há a necessidade de expansão dessas células in vitro (GUILLOT et al., 
2007). Entretanto, as CTMs isoladas da medula óssea entram num processo de 
“envelhecimento celular in vitro” após a terceira passagem (IZADPANAH et al., 
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2006), enquanto que as CTMs derivadas do tecido adiposo após a quinta passagem 
(WALL et al.,2007; POUNTOS et al., 2007; KERN et al., 2008).  
 
FIGURA 5 – CAPACIDADE DE DIFERENCIAÇÃO DAS CTMS 
FONTE: stem cells: scientific progress and future research directions (2001)  
NOTA: As CTMs são capazes de diferenciar em várias linhagens específicas dependendo do 
microambiente em que elas se desenvolvem. 
 
As CTMs exibem um grande potencial de diferenciação não somente em 
condrócitos, adipócitos e osteoblastos (WEIR et al., 2008), mas também em outros 
tipos celulares como cardiomiócitos (COLLINS & RUSSEL, 2009) (Figura 5). Porém 
a eficiência de diferenciação das CTMs in vitro é ainda muito baixa (MARTIN-
RENDOM, 2008; MADONNA, 2009) Com o advento da proteômica, muitos trabalhos 
vêm procurando entender quais são as diferenças entre as CTMs derivadas das 
diferentes fontes (LI et al., 2009), quais são as diferenças delas em relação as CTEs 
(ROCHE et al., 2009) como ocorre a regulação dentro das células (MAREDDY et al., 
2009) dentre outros questionamentos. Park (2007) e colaboradores, utilizando 
espectometria de massa, tentou desvendar as proteínas envolvidas no metabolismo, 
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de proteínas das CTMs isoladas da medula óssea, tecido adiposo e cordão umbilical 
mostrou que as CTMs derivadas do tecido adiposo e medula óssea possuem uma 
expressão de proteínas muito próximas em torno de 68%, enquanto que o cordão 
umbilical apresenta um perfil de proteína semelhante as CTEs. Já Schinköthe (2008) 
com a utilização de arranjos de anticorpos desvendou quais são as proteínas 
liberadas pelas CTMs e descobriu que dentre esses fatores estão proteínas anti-
apoptóticas, imunossupressoras, com função na proliferação e moduladoras da 
angiogênese.  
 
1.6 Células Tronco Cardíacas 
 
A capacidade regenerativa do miocárdio humano é inadequada para 
compensar a severa diminuição de células do músculo cardíaco perdidas devido ao 
infarto ou outras doenças do miocárdio. No entanto, o músculo esquelético em 
mamíferos pode regenerar eficientemente, mesmo após danos freqüentes (SEGERS 
et al., 2008).      
Por um longo tempo o coração foi considerado um órgão terminalmente 
diferenciado, pois as células que ali permaneciam não tinham a capacidade de 
retornar ao ciclo celular e assim sofrer mitose, sendo que a única resposta para a 
injúria era a hipertrofia de cardiomiócitos viáveis remanescentes, resultando no 
aumento da massa cardíaca (BARILE et al., 2007; LYNGBAEK et al., 2007).  
Mais recentemente, foi descoberto que o coração adulto contém um conjunto 
de células tronco progenitoras cardíacas que podem repovoar a população de 
cardiomiócitos, com certas limitações, assim como regenerar as veias coronárias 
(TORELLA et al., 2007). O grupo de Anversa (2001) foi que primeiro identificou e 
caracterizou uma sub-população distinta de células denominadas de células-tronco 
residentes cardíacas (CTC) ou células progenitoras cardíacas em humanos. Essa 
sub-população de miócitos não estavam terminalmente diferenciados, pois voltaram 
a se dividir logo após um infarto. 
Pensando no uso de CTCs para a terapia celular, em 2004 Messina e 
colaboradores foram quem primeiro descreveram o isolamento de CTCs a partir de 
espécimes de biopsias cardíacas humanas. Esses fragmentos cardíacos foram 
cultivados na forma de explantes e foi observado que as CTCs migraram dos 
explantes para a placa de cultivo formando uma monocamada de células. Essas 
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células foram caracterizadas por Beltrami (2003) como positivas para um marcador 
cardíaco (c-kit), com características de autorrenovação, capacidade de formar 
clones, multipotente e podendo originar no mínimo três linhagens diferentes de 
células cardíacas: miócitos, células musculares lisas e células endoteliais. 
As CTCs parecem residir em nichos especializados responsáveis pelo 
crescimento e manutenção da população de células tronco (MOORE & 
LEMISCHKA, 2006).  
Pesquisas mostram que as CTCs têm uma capacidade limitada de 
regeneração do tecido cardíaco. As CTCs são capazes de reparar pequenos danos 
do miocárdio, como por exemplo, o estouro de um vaso de pequeno calibre ou 
microinfartos. Entretanto, quando danos maiores ocorrem (BALLARD & EDELBERG, 
2008), elas falham por causa da baixa quantidade de células que residem no 
coração (BARILE, 2007), além de não sobreviverem à falta de oxigênio causado 
pela insuficiência cardíaca, sofrendo assim apoptose junto com o miocárdio maduro 
(JOGGERTS & HATZOPOULOS, 2009).  
Quando se trata do potencial da terapia celular usando as CTCs há uma 
grande limitação quanto ao seu isolamento e expansão in vitro (VAN VLIET et al., 
2008). Além disso, Van Vliet (2008) mostrou em camundongos que os benefícios 
que as CTCs promovem são devido à neovascularização e formação de novas 
artérias, mas não pela substituição do cardiomiócito danificado. 
Bengel e colaboradores (2005) observaram que as CTCs que foram injetadas 
apresentaram uma baixa ou nenhuma diferenciação em cardiomiócitos. Com isso, 
ele sugeriu que as CTCs residentes liberariam fatores parácrinos em reposta à 
injúria causada pelo infarto. Esses fatores ativariam as células tronco adultas 
residentes ou induziriam a mobilização e a circulação (homing) das células tronco 
através da corrente sanguínea de outros tecidos ao local danificado (BENGEL et al., 
2005).  
De acordo com Urbich e colaboradores (2005) e Cho e colaboradores (2007) 
os efeitos reparadores dos fatores parácrinos liberados pelas CTCs residentes ou 
transplantadas são: proteção do miocárdio através da liberação de moléculas como 
fator de crescimento básico de fibroblasto (bFGF), que reduzem a apoptose e 
necrose, aumentando, assim a sobrevivência dos cardiomiócitos (GNECCHI et al., 
2005); formação de novos vasos envolvendo mediadores como fator de crescimento 
endotelial vascular (VEGF) que levariam ao processo de formação de novas artérias 
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e portanto, melhorando o fluxo sanguíneo (KINNAIRD et al., 2004); remodelamento 
cardíaco pelo recrutamento de CTCs que expressam marcadores como MMPs que 
estão envolvidas na síntese da matriz extracelular (OHNISHI et al., 2007); melhora 
da contratilidade cardíaca pelos efeitos de fatores inotrópicos que impedem o 
aumento do infarto (Li et al, 2006) e regeneração cardíaca através de fatores como 
fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1), que induziriam as CTCs a 
diferenciarem em cardiomiócitos (LINKE et al., 2005). 
 
1.7 Métodos de Diferenciação das CTMs 
 
A terapia celular baseada em CTMs é uma grande possibilidade para o reparo 
cardíaco. Estudos pré-clínicos usando CTMs transplantadas em coração de ratos 
pós infarto demonstram uma melhora na função ventricular, redução no tamanho do 
infarto (GRAUSS et al., 2008) e diminuição na mortalidade (MIYAHARA et al., 2006). 
Injeção de CTMs isoladas de medula óssea em humanos também demonstraram 
uma melhora da fração de ejeção cardíaca (BROFMAN et al., 2004), no entanto, 
essa melhora não se estende por períodos maiores de um ano (BROFMAN, 
comunicação pessoal).  
Embora as CTMs apresentem uma grande capacidade de expansão in vitro, e 
uma potencialidade de diferenciação, quando se trata do transplante de CTMs in 
vivo para a cardiomioplastia, é preciso que uma grande quantidade de células seja 
transplantada ao local danificado, uma vez que apenas uma pequena porção das 
CTMs transplantadas permanecem viáveis no miocárdio (RANGAPPA et al., 2003). 
Outro problema corrente com as técnicas de cardiomioplastia é que as células 
injetadas no tecido danificado não integram com os cardiomiócitos nativos para a 
melhora da função eletromecânica. O benefício máximo poderia ser obtido se as 
células transplantadas tivessem a capacidade de se diferenciar em cardiomiócitos 
que completamente se integrassem no miocárdio (RANGAPPA et al., 2003). 
Possivelmente a pré-diferenciação ou pelo menos o comprometimento das 
células em uma linhagem específica in vitro, antes do transplante, poderia permitir 
um maior aproveitamento das células-tronco transplantadas, tanto para que 
diferenciem na linhagem desejada ou para que os sinais parácrinos sejam mais 
específicos. O comprometimento das CTMs à linhagem específica, como 
cardiomiócitos, é influenciado pelo microambiente que as células estão sendo 
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cultivadas (LIU et al, 2009). A diferenciação das células-tronco a cardiomiócitos 
poderia ser alcançada através de técnicas como co-cultura, uso de químicos 
sintéticos entre outros, utilizadas conjuntamente, o que ativaria múltiplas vias de 
sinalização, e mimetizando essas vias in vitro (HENG et al., 2004). 
O tratamento das CTMs com químicos sintéticos como a 5-azacitidina é um 
dos métodos mais utilizados para diferenciar CTMs à cardiomiócitos (ANTONISTIS 
et al, 2007; BURLACU et al, 2008). A 5-azacitidina é um nucleosideo sintético que 
inibe a metilação de DNA impedindo o silenciamento de alguns genes, de forma 
randômica, resultando em efeitos genotóxicos (LI, et al, 2007; ZHANG et al, 2009). 
Ainda, a diferenciação induzida pela 5-azacitidina é altamente ineficiente em células 
tronco adultas.  Martin-Rendom e colaboradores (2008) mostraram que apenas 
0,07% das CTMs isoladas de medula óssea cultivadas in vitro e tratadas com 5-
azacitidina diferenciaram em cardiomiócitos. Madonna e colaboradores (2009) 
estudaram a potencialidade de diferenciação das CTMs isoladas de tecido adiposo 
com 5-azacitidina e comprovou que somente 0,02%-0,07% diferenciam em 
cardiomiócitos.    
Conjuntamente com o estímulo químico, o estímulo físico pode ser agregado 
para aumentar o potencial de diferenciação das CTMs à cardiomiócitos. Ge et al. 
(2009), utilizou uma câmara que mimetiza o ambiente cardíaco. A câmara é fechada 
com uma membrana de gel de sílica, que é a responsável pelo sistema de pressão. 
Tanto a pressão quanto a passagem do fluido são controlados por computadores 
para permitir que a amplitude, pressão e duração dos estímulos sejam iguais aos de 
um coração (Figura 6). Quando as CTMs isoladas de camundongos são tratadas 
com meio condicionado de extratos cardíacos juntamente com o estímulo físico, a 
tensão conferida pela passagem do fluido, as células expressam marcadores 




FIGURA 6 - SISTEMA DE CULTIVO MIMETIZANDO UM AMBIENTE CARDÍACO. 
FONTE: GE (2009)  
NOTA: As células são cultivadas acima de uma membrana (indicado pela flecha) que está sujeita ao 
efeito da passagem de um fluido, mimetizando uma corrente sanguínea.  
 
Um outro método de diferenciação amplamente utilizado é a co-cultura que 
pode ser tanto direta quanto indireta.  As CTMs indiferenciadas são cultivadas com 
células diferenciadas (KONINCKX et al, 2009; LI et al, 2009). A diferença entre as 
técnicas é que na co-cultura direta (Figura 7.A) as células estão em contato íntimo 
propiciando  uma maior eficiência na transdução de sinais moleculares que induzem 
a diferenciação. Os receptores de superfície das células estão em contato físico 
direto, o que permite uma maior interação dos fatores solúveis liberados de maneira 
parácrina e/ou autócrina entre as células. A co-cultura direta fornece um ambiente 
fisiológico mais parecido com as condições in vivo de tecido e órgãos. Porém, nesse 
método existe a dificuldade na separação das células diferenciadas das 
indiferenciadas (PLOTNIKOV et al., 2007). Já no co-cultivo indireto (Figura 7.B) as 
células são separadas por uma membrana semi-permeável, permitindo que ambas 
estejam sujeitas apenas aos efeitos parácrinos uma da outra, além de facilitar a 
separação da população diferenciada da indiferenciada (HENG et al.; 2004).  
Li et al (2008) afirmam que o método de co-cultivo indireto é suficiente para 




FIGURA 7 – MODELOS DE CO-CULTIVO DIRETO E INDIRETO 
FONTE: www.biocompare.com (22/11/09)  
NOTA: Co-cultura de CTMs com células diferenciadas. A. co-cultivo direto; B. co-cultivo indireto 
 
Portanto, na co-cultura indireta as células estariam sujeitas exclusivamente 
aos fatores do meio. Segundo Nakanishi et al (2008), o meio condicionado é 
suficiente para diferenciação das células tronco e evita a utilização de membranas 
semi-permeáveis. No modelo proposto por Nakanishi et al (2008) as células 
progenitoras cardíacas cultivadas com meio condicionado de CTMs diferenciaram 
em células semelhantes a cardiomiócitos.  
As vantagens dessa técnica é que o meio condicionado pode ser filtrado, 
eliminando o risco de contaminação com um tipo celular diferente e pode ser 
congelado para ser usado posteriormente (MALEKSHAH et al., 2006).   
Recentemente, foi descrito uma metodologia de co-cultivo indireto em que são 
utilizados fragmentos de tecido adulto (cartilagem murino), na forma de explantes, 
para diferenciar as CTMs em condrócitos (AHMED et al, 2007). Neste novo tipo de 
cultivo, as CTMs estão sujeitas apenas aos fatores parácrinos liberados dos 
explantes como VEGF e TGF-β (Figura 8).  
 
FIGURA 8 – MODELO DE CO-CULTIVO INDIRETO COM EXPLANTES CARDÍACOS 
FONTE: AHMED (2007) 




A vantagem dessa metodologia é que as CTMs estarão sob influência dos 
fatores solúveis originários do tecido de interesse.  
Prowse (2005) e Chin (2007), através de técnicas de proteômica utilizando 
(LC-MS/MS) e arranjos de anticorpos respectivamente, procuraram identificar 
proteínas presentes no meio condicionado que auxiliariam as CTEs no processo de 
manutenção da proliferação e diferenciação.  Em ambos os trabalhos foram listadas 
uma grande quantidade de proteínas envolvidas nestes processos.  
Após o infarto cardíaco, uma cascata de eventos ocorre no tecido danificado 
como: a apoptose e necrose do tecido danificado, hipertrofia dos miócitos cardíacos, 
fibrose, diminuição da contratilidade, inflamação e stress oxidativo. E grande parte 
dos eventos de regeneração cardíaca ocorre através dos mecanismos parácrinos. 
Embora se tenham hipóteses de como os fatores parácrinos podem auxiliar no 
processo de regeneração, ainda não se sabe quais são de fato os efeitos desses 
fatores nas CTMs humanas. 
 Assim, se faz necessário entender qual é o efeito que as moléculas liberadas 
pelo tecido cardíaco têm nas CTMs. A hipótese deste trabalho foi que da mesma 
forma que o tecido cartilaginoso foi utilizado para induzir as CTMs a diferenciarem 
em condrócitos através da liberação de fatores do próprio tecido, fragmentos de 
tecido cardíaco poderiam servir como fonte de fatores parácrinos semelhantes aos 
fatores liberados do tecido cardíaco in vivo, para diferenciar CTMs a cardiomiócitos 
com eficiência maior às descritas até hoje.  
Nesse contexto, o presente trabalho é inédito na obtenção do meio 
condicionado de explantes cardíacos humanos e na padronização de um protocolo 
para extração de proteínas de meio condicionado para sua avaliação em gel 
bidimensional e espectometria de massas (2DE/MALDI-TOF/TOF). Ainda, esse é o 
primeiro trabalho que descreve um cultivo de CTMs com meio condicionado a partir 
de material humano cardíaco e a avaliação do efeito desse meio no processo de 









2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Obter meio condicionado a partir de explantes cardíacos humanos para 
identificar os fatores solúveis presentes e avaliar o efeito cardiomiogênico nas 
células tronco mesenquimais.  
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
2.2.1 Isolar explantes cardíacos de coração humano, cultivar e obter os meios 
condicionados; 
2.2.2 Identificar proteínas do sobrenadante de cultura de explantes cardíacos 
humanos utilizando espectometria de massas e arranjos de anticorpos. 
2.2.3 Cultivar CTMs humanas isoladas de medula óssea com meio 
condicionado de explantes cardíacos humanos; 
2.2.4 Avaliar o número de células das CTMs tratadas com meio condicionado 
em comparação com células não tratadas (controle); 
2.2.5 Estudar a expressão de genes cardíacos em nível de mRNA por PCR em 
tempo real e RT-PCR em CTMs cultivadas com meio condicionado (MC) e 
com meio não condicionado (MNC);  















3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Aspectos éticos 
 
Esse trabalho faz parte de um projeto de pesquisa intitulado "Caracterização 
celular e molecular do potencial de diferenciação de células tronco mesenquimais 
adultas: aplicação em terapias celulares do sistema cardiovascular", que foi 
submetido no dia 20 de setembro de 2007 ao CEP/FIOCRUZ e foi aprovado pelo 
comitê de ética na reunião do dia 15 de setembro 2007 sob o número 419/07. 
 
3.2 Local de coleta do material para isolamento dos explantes cardíacos 
 
Fragmentos do tecido cardíaco humano foram obtidos a partir do material 
excedente da dissecação de válvulas cardíacas humanas realizado pelo Banco de 
Homoenxertos da Santa Casa de Misericórdia de Curitiba (BHSC). Este material é 
descartado após a dissecação de valvas cardíacas, podendo ser utilizado para fins 
de pesquisa científica de acordo com a Legislação Brasileira vigente, Portaria GM nº 
263 de 31 de março de 1999. Esta portaria define que tecidos, órgãos ou partes do 
corpo humano só podem ser utilizados para fins científicos, depois de esgotadas 
todas as possibilidades de sua utilização em transplantes – aprovado pelo comitê de 
ética da FIOCRUZ.   
 
3.3 Obtenção do meio condicionado (MC) de explantes cardíacos humanos 
 
Os fragmentos cardíacos isolados são transferidos para um tubo falcon de 50 
mL contendo meio de cultura Iscove´s Modified Dulbecco´s (IMDM) (GIBCOTM 
Invitrogen, NY, USA), suplementados com 100 µg/mL de estreptomicina (GIBCOTM 
Invitrogen, NY, USA) e 100 U/mL de penicilina (GIBCOTM Invitrogen, NY, USA) e 
então transportados até o lugar próprio para a manipulação.  
Os fragmentos cardíacos foram pesados e 1,2 g de fragmentos atriais e 
ventriculares cardíacos foram processados mecanicamente com o bisturi, 
dissociados em pedaços de 1 mm3, transferidos para um tubo falcon estéril e 
lavados com PBS para remover restos celulares e sangue. Os explantes foram 
distribuídos igualmente e de forma homogênea em quatro frascos de cultivo de 75 
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cm2 (150mg/frasco) (TPP, Trasadigen, Switzerland). Logo após foi adicionado, ao 
lado oposto de onde estavam os explantes, 20 mL de meio IMDM suplementado 
com 100 µg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina em cada garrafa. Os 
frascos foram incubados por 60 min em estufa umidificada a 37ºC com 5% de tensão 
de CO2, com o lado dos explantes voltados para cima. Após esse período a garrafa 
era virada lentamente para que o meio pudesse cobrir os explantes (Figura 9).   
 
 
FIGURA 9 - CULTIVO DOS FRAGMENTOS DE TECIDO CARDÍACO EM FORMA DE EXPLANTES 
PARA A OBTENÇÃO DO MEIO CONDICIONADO.  
FONTE: Fotos de Itamar Crispin (2008).  
 
Os explantes foram cultivados em meio IMDM por seis dias com coleta do 
meio a cada dois dias. Ao final da cultura, o meio coletado foi filtrado através de 
membranas com tamanho de poro de 0,70 µm (BD falcon cell strain), filtrado 
novamente com um sistema de filtração à vácuo de 0,22 µm TPP (Vakum filtration 
system 250 mL) e mantido em -20ºC até serem usados. Foram obtidas 4 amostras 
de MC a partir de 4 doadores independentes. Entretanto, devido ao fato da 4º 
amostra ser obtida após o início dos experimentos, ela só foi utilizada para a análise 
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3.4 Análise das proteínas do meio condicionado  
 
3.4.1 Preparação de amostras de proteínas para SDS-PAGE 
 
Um dia antes de serem utilizados, os meios condicionados foram 
descongelados lentamente na câmara fria dentro de um isopor com gelo e 24 h 
depois as proteínas foram precipitadas por 1 h em gelo com 10% de ácido 
trifluoroacético (TCA-MERCK) e centrifugados a 12000 x g por 15 min a 4ºC. Os 
precipitados foram lavados duas vezes com acetona 100% e uma vez com acetona 
80%, sendo recuperados em cada etapa por centrifugação a 12000 x g por 15 min a 
4ºC. Em seguida o pellet foi ressuspendido em uma solução de 7 M de uréia e 2 M 
de thioureia. O mesmo procedimento foi realizado com o MNC. As concentrações de 
ácidos nucléicos nos MCs foram determinadas por espectrofotometria (Nanodrop-
Spectrofhotometer ND-100-UNISCIENCE).    
 
3.4.2 Eletroforese de proteína SDS-PAGE 
 
5 µL do precipitado da amostra de cada meio condicionado, diluído em 7 µL 
de água e 4 µL de tampão de amostra, foram aplicados em gel de poliacrilamida a 
15%, submetidas a uma corrente elétrica de 20 mA e uma voltagem de 120V. Para a 
visualização das proteínas, elas foram coradas com solução de Comassie Blue R-
250 por 30 min sob agitação e o gel descorado com uma solução de descoloração 
(metanol 30%, ácido acético 10%) até a visualização das bandas (Figura 10).        
     
3.4.3 Digestão das proteínas em gel SDS-PAGE 
  
Com o intuito de identificar proteínas da amostra, algumas bandas do gel de 
proteínas SDS-PAGE 15% foram cortadas manualmente e descoradas com 1 
lavagem de 30 min com 25 mM de bicarbonato de amônio (AmBic) em 5% de 
acetonitrila (ACN) e duas lavagens de 20 min com 25 mM de AmBic em 50% de 
ACN (Figura 10). Em seguida, os pedaços de géis foram desidratados com 100% de 
ACN, reidratados com 20 mM de dithiothreitol (DTT) em 50 mM de AmBic e 
aquecidos a 60ºC por 45 minutos. O sobrenadante foi removido e os pedaços de 
géis foram cobertos por uma solução de 55 mM de iodoacetamida (IAA) em 50 mM 
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de AmBic e incubados por meia hora à temperatura ambiente. Em seguida, o 
sobrenadante foi removido e os pedaços de géis foram lavados com 50 mM de 
AmBic por 1h. Os pedaços de géis foram novamente desidratados com 100% de 
ACN e reidratados com uma solução de 10 ng/µL de tripsina (Promega) em 50 mM 
de AmBic  e incubados por 15 minutos no gelo para a completa reidratação e então 
o excesso de tripsina foi removido e adicionado 50 mM de AmBic até cobrir os 
pedaços de géis. O material foi incubado a 37ºC por 14 h. Após a digestão, os 
pedaços de géis foram cobertos com 1% de ácido trifluoroacético (TFA) para a 
eluição dos peptídeos e incubados por 5 minutos com 50% de ACN. O material foi 
brevemente centrifugado, o sobrenadante transferido para um novo tubo e os 
pedaços de géis acrescidos de 100% de ACN. Os peptídeos obtidos nos vários 
sobrenadantes foram concentrados em speed vac (Savant SVC 100H Speed Vac 
Concentrator).  
A dessalinização e concentração das amostras foram realizadas com a 
técnica do “stage tip” (RAPPSILBER et al., 2003). Uma resina de C18 é ativada com 
100% de ACN e equilibrada com 5% de ACN e 0,1% de TFA. Logo após as 
amostras são passadas duas vezes pela resina e lavadas com 5% de ACN e 0,1% 
de TFA. Em seguida os peptídeos são eluídos lentamente em 80% de ACN e 0,1% 
de TFA. As amostras foram concentradas em centrifuga com vácuo (Speed-vac). 
 
 
FIGURA 10 – GEL DE PROTEÍNA 15% UTILIZADO PARA A DIGESTÃO DE PROTEÍNAS 
DIRETAMENTE DO GEL. 
FONTE: A autora (2008) 
NOTA: Os retângulos exemplificam as bandas que foram excisadas manualmente do gel. MNC: meio 







3.4.4 Preparação de amostras de proteínas para gel bidimensional (2-DE) 
 
Aos MCs foram acrescentados inibidores de proteases (1 mM PMSF e 10 µM 
TLCK) e as proteínas precipitadas com (NH4)2SO4 a 95% de saturação. As proteínas 
precipitadas, conforme item 3.4.1, foram coletadas por 15 min de centrifugação a 
10000 x g e ressuspendidas em água ultra pura (18.2 MΩ). Para remover os sais, as 
amostras foram dialisadas for 30 h contra o tampão de focalização (7 M Urea, 2 M 
Thiurea, 40 mM Tris-HCl pH 8 e 10 mM DTT) usando um kit de diálise (mini-dyalisis 
kit-GE ) com uma membrana com poros de 1KDa. 
 
3.4.5 Eletroforese bidimensional (Gel 2-DE) 
 
Antes da realização da primeira dimensão, ligações dissulfito foram reduzidos 
com 10 mM de DTT (45 min à temperatura ambiente) e alquilados com 55 mM de 
iodoacetamida (IAA) e 10 mM de DTT (30 min em temperatura ambiente). A 
concentração de proteína foi determinada com kit 2D-Quant (GE Healthcare 
Amersham Biosciences, USA) e 150 µg de proteínas foram solubilizadas em volume 
total de 100 µl na solução de reidratação (8 M de uréia, 2% de CHAPS e 0,002% de 
azul de bromofenol 0,5% de IPG buffer pH 3-10 ou pH 4-7 (GE Healthcare) e 10% 
de isopropanol. As amostras foram aplicadas na fita de focalização (IPG strip 18 cm, 
pH 3-10 e pH 4-7, GE Healthcare) utilizando o sistema de “cup load” nas seguintes 
condições: 50 V- 1 h, 100 V-1 h, 300 V-1 h, 500 V-1 h, 1000 V-1 h, 2000 V-1 h, 4000 
V-2 h e 6000 V-10 h. Antes da segunda dimensão, as fitas foram tratadas por 20 min 
com tampão de equilíbrio (6 M Uréia, 30% glicerol, 2% SDS, 50 mM Tris-HCl pH 8) 
acrescido de 2% de DTT, 20 min no mesmo tampão com 2,5% de IAA e em seguida 
foram colocadas na extremidade superior do gel de poliacrilamida 15%. A segunda 
separação eletroforética foi realizada a uma corrente elétrica de 8 mA até o corante 
atingir a extremidade inferior do gel. Os géis foram corados com prata de acordo 
com o método descrito por Blum et al, 1987. As proteínas foram fixadas por 30 
minutos com solução de fixação (50% de etanol, 12% ácido acético), lavadas 3 
vezes com solução de lavagem (50% de etanol) em diferentes tempos (5, 10 e 15 
minutos), sensibilizadas por 30 segundos com a solução de sensibilização (0,02% 
de tiossulfato de sódio) e mais uma vez lavadas por três vezes de 20 segundos com 
água em abundância. Logo após as proteínas foram coradas com solução de prata 
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(0,2% de nitrato de prata e 0,75ml/L de formaldeído 37%) por 30 minutos e o 
excesso da solução removida com 3 lavagens de 30 segundos de água ultrapura. 
Os pedaços de géis com proteínas foram revelados com a solução de revelação (3% 
de carbonato de sódio, 0,0004% de tiossulfato de sódio e 0,5mL/L de formaldeído 
37%). A revelação foi cessada com solução de 50% de etanol contendo 12% de 
ácido acético.   
 
3.4.6 Digestão das proteínas provenientes de 2-DE 
 
 Spots de proteínas entre 10-50 kDa do gel bidimensional foram manualmente 
extraídos para a análise de espectrometria de massas. Os pedaços de géis foram 
descorados, as proteínas dos pedaços de géis reduzidas (20 mM DTT), alquiladas 
(55 mM IAA) e digeridas com uma solução de tripsina (10 ng/µl) em 50 mM de 
bicarbonato de amônio. Os peptídeos foram extraídos com uma solução de 50% de 
acetonitrila com 1% de TFA, concentrados em centrífuga à vácuo (Speed Vac) e 
ressuspedindos em 1 µl de 0.1% de TFA para análise.  
 
3.4.7 Análise dos peptídeos do meio condicionado por MALDI-TOF/TOF. 
 
Os peptídeos foram analisados na UFPR – Departamento de Bioquímica – 
utilizando o sistema de ionização de peptídeos por laser associado à um método de 
separação desses íons pelo tempo de vôo (MALDI – TOF/TOF) Bruker Daltonics. 
Antes dos peptídeos serem analisados pelo equipamento eles foram 
misturados na proporção de 1:1 (v/v) com uma solução de cristalização (5 mg/ml de 
ácido 3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic em 50% ACN, 0.1% TFA) e imediatamente 
aplicados em pequenos poços em uma placa de Maldi. As massas dos espectros 
foram obtidas em equipamento MALDI-TOF/TOF (Autoflex, Bruker Daltonics, 
Bremen, Alemanha), operando em modo positivo. Foi utilizada a velocidade do laser 
a 33% e 50 tiros por cada disparo. Os arquivos foram salvos com 300-400 tiros por 
amostra. 
Os arquivos obtidos em xml com a lista das massas foram gerados pelo 
software FlexAnalysis versão 2.0 (Bruker Daltonics) e as proteínas identificadas com 
o programa Mascot e banco de dados públicos (NCBI). A descrição da técnica 
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MALDI – TOF/TOF se encontra nos anexos (Anexo 1) e os parâmetros utilizados no 
Mascot constam na tabela 1.  
 
Clivagens perdidas Max 1 
Modificação fixa Carbamidomethyl (C) 
Modificação variável Oxidation (M) 
Tolerância para peptídeos 50 ppm 
Valores de massas MH+  
Massa Experimental Monoisotopic 
 
TABELA 1 – PARÂMETROS USADOS NA BUSCA DE PROTEÍNAS PELO MASCOT. 
FONTE: A autora (2009) 
 
 
3.4.8 Análise das proteínas do meio condicionado por arranjos de anticorpos 
 
Os MCs e os MNCs foram analisados com arranjo de anticorpos (RayBioTM-
Raybiotech) para fatores de crescimento e citocinas seguindo o protocolo do 
fabricante. Resumidamente, as membranas foram bloqueadas por 30 min em uma 
solução contendo 5% de BSA, 0,01 M de Tris com 0,15M NaCl (pH7,6). Em seguida 
foram incubadas por 2h com 1mL de MC e MNC em temperatura ambiente. Após 
lavagem, as membranas foram incubadas por 15h com anticorpos anti-citocinas e 
anti-fatores de crescimento conjugados a biotina à 4ºC. As membranas foram 
novamente lavadas e incubadas por 2h com estreptavidina conjugada com 
peroxidase em temperatura ambiente. Mais uma vez foram repetidas as etapas de 
lavagem e em seguida as membranas foram incubadas com 1ml de reagente de 
detecção (preparado com volumes iguais de buffer de detecção A e B) por 5-10 min. 
Em seguida, as membranas foram expostas ao filme Kodak x-omat (Kodak) para 
revelação dos spots (Figura 11). As análises de proteínas foram realizadas em três 




FIGURA 11 – MODELO ESQUEMÁTICO DA METODOLOGIA DE ARRANJO DE ANTICORPOS. 
FONTE: RayBio™  
 
Os sinais positivos das membranas significam que em determinada amostra 
existem aquelas proteínas conforme o mapa (Figura 12). 
 
 
FIGURA 12 – MAPA DOS ARRANJOS DE ANTICORPOS DAS CITOCINAS E FATORES DE 
CRESCIMENTO. 
FONTE: RayBio™ 
Membrana com arranjo 
       de anticorpos 
Incubação com estreptavidina 
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Para a análise e normalização dos resultados, as membranas possuem spots 
correspondentes a controles positivos, controles negativos e spots “vazios” para 
determinar os valores de background. 
Os filmes foram escaneados e as imagens em TIFF foram copiadas para um 
software (ScanAlyze versão 2,5- www.graphics.stanford.edu/software/scanalyze) que 





FIGURA 13 – SOFTWARE QUE MEDE A INTENSIDADE DOS SPOST DAS MEMBRANAS 
FONTE: RayBio™  
 
Os valores das intensidades dos spots foram importados do ScanAnalyze 
para o software de análise fornecido pelo próprio fabricante dos arranjos (Raybio® 




FIGURA 14 – IMPORTAÇÃO DOS DADOS PARA O RAYBIO® ANALYZIS TOOL SOFTWARE 
FONTE: RayBio™  
 
Os dados são alinhados de acordo com o mapa da figura 15, e os cálculos 
realizados pelo software consistem em subtrair os valores de backgrounds e calcular 
em relação à média do controle positivo (Figura 15).   
 
 




Para a análise estatística os valores gerados pelo software tiveram os valores 
de backgrounds subtraídos e foram calculados em relação à média do controle 
positivo (Figura 16). 
 
 
FIGURA 16 – DADOS FINAIS GERADOS PELO SOFTWARE 
FONTE: A autora (2009) 
NOTA: Os valores de intensidade dos spots (circulados em vermelho) tiveram os valores de 
bachkgrounds subtraídos e foram calculados em relação á média dos valores do controle positivo 
(circulados em roxo). 
 
Os valores normalizados foram copiados para o software estatístico 
GraphPad Prism 5.Todos os valores foram expressos como média ± erro padrão da 
média e comparações entre os grupos foram feitos por ANOVA de duas vias (two-
way ANOVA). Valores de p<0,05 foram considerados significativos. 
 
3.5 Local de coleta de material para isolamento das células-tronco mesenquimais 
(CTMs) 
 
As Células-tronco da medula óssea foram obtidas de pacientes portadores de 
cardiomiopatia dilatada que participaram do “Estudo Multicêntrico Randomizado de 
Terapia Celular e Cardiomiopatias” realizado na Irmandade da Santa Casa de 
Misericórdia – Curitiba/PR. Este estudo tem a liberação da Comissão Nacional de 
Ética em Pesquisa (CONEP – registro 11259) e o uso dessas células em nosso 




3.6 Isolamento e cultura de CTMs 
 
As células-tronco adultas utilizadas nesse trabalho foram fornecidas pelo 
grupo do Laboratório de Cultivo Celular do Centro de Ciências Biológicas e da 
Saúde da Pontifícia Universidade Católica do Paraná.  
Cerca de 5-10 mL de medula óssea (MO) de cada doador foram utilizados 
para o estudo. A coleta de MO foi realizada por meio da punção ilíaca posterior dos 
doadores, com auxílio de seringas contendo solução anti-coagulante (heparina 
sódica) e transferida para tubos cônicos contendo meio RPMI diluído na proporção 
de 1 volume de MO: 1 volume de meio RPMI.   
 O isolamento das células mononucleares da MO foi realizado segundo o 
método descrito por Böyum (1968). O material foi colocado sobre uma solução de 
Ficoll-Hypaque (d = 1,077 g/cm3) (Sigma Chemical, St. Louis, USA) e centrifugado a 
400 x g por 30 minutos. Em seguida, o anel de células mononucleares, que fica na 
interface entre o plasma e o ficoll, foi retirado e passado para um tubo cônico. Este 
material foi lavado duas vezes com meio de cultura RPMI em seguida as células 
foram contadas e plaqueadas numa densidade de 1 x 105 células por cm2 em 
frascos de cultura de 75 cm2 e cultivadas em meio IMDM suplementado com 15% de 
soro fetal bovino (SBF) (GIBCOTM Invitrogen, NY, USA), 100 µg/mL de 
estrepetomicina e 100 U/mL de penicilina. Os frascos foram incubados em estufa 
umidificada a 37ºC com 5% de tensão de CO2. O meio dos cultivos foram trocados 
duas vezes por semana até as células alcançarem a confluência celular. Quando 
confluentes, as células aderentes foram dissociadas utilizando tripsina – EDTA a 
0,25% e novamente plaqueadas numa concentração de 1,3 x 104 células por cm2 
(primeira passagem).  
Para certificar de que as células isoladas eram de fato CTMs, as populações 
de células morfologicamente homogêneas foram imunofenotipadas na 2-5 
passagem segundo o método do Morbidity and Mortality Weekly Report e pela 
equipe da PUC-PR os seguintes marcadores de membrana foram analisados: anti- 
CD 105 (SH2), CD 166, CD 29, CD 14, CD 34, CD 45, CD 73 (SH4), CD 31, CD 117, 
anti-vimentina (BD Biosciences, Oxford, UK), CD 90. A análise por citometria de 




3.7 Cultivo das CTMs com MC 
 
Para o cultivo com MC foram utilizadas três amostras congeladas de CTMs de 
medula óssea de diferentes doadores e cultivadas até seu uso com meio de cultivo 
celular IMDM suplementado com 15% de SFB e 1 ml/L de antibiótico penicilina (100 
µg/mL)-estreptomicina (100 U/mL). As CTMs entre as passagens 3-5 foram 
dissociadas da garrafa de cultivo com tripsina, contadas e 8x104 células por cm2 
foram plaqueadas em placas de cultivo de seis poços (TPP, Trasadigen, 
Switzerland), no qual quatro poços foram utilizados para extração de RNA e dois 
para contagem de células. Para os estudos de imunofluorescência indireta 4x104 
células por cm2 foram plaqueadas em placa de vinte quatro poços (TPP, Trasadigen, 
Switzerland) (Figura 17). Em ambos os procedimentos as CTMs foram mantidas em 
meio IMDM suplementado com 15% de SFB e 1 ml/L de antibiótico penicilina (100 




FIGURA 17 – MAPA DOS CULTIVOS DE CÉLULAS 
FONTE: A autora (2008) 
NOTA: A. Placa de cultivo de seis poços utilizados para extração de RNA e contagem de células; B. 
Placa de cultivo quatro poços utilizadas para imunofluorescência indireta. CT: controle; MC: meio 
condicionado 
 
Logo que as células atingiram uma confluência de 80% as CTMs foram 
cultivadas com 1mL por poço (nas placa de 6 poços) e 500 µL por poço (na placa de 
24 poços) da mistura dos MCs suplementados com 5% de SFB, 1 ml/L de antibiótico 
penicilina (100 µg/mL)-estreptomicina (100 U/mL) e incubadas na estufa com 5% de 
tensão de CO2 a 37ºC com troca do meio condicionado a cada dois dias. Para 
controle as CTMs foram tratadas com IMDM suplementado com 5% de SFB e 1 ml/L 
de antibiótico penicilina-estreptomicina.  
MNC MNC MNC 
MC MC MC 
A MNC MNC MNC MNC MNC MNC 
MC MC MC MC MC MC 
B 
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O cultivo foi realizado por 6 e 21 dias, sendo que a cada dois dias durante os 
21 dias de cultivo, o efeito do MC nas CTMs foi observado e fotografada através do 
microscópio Nikon Eclipse E600 com aumentos de 10x, 20x, 40x. As imagens 
digitais foram capturadas através da câmera CoolSnap (Media Cybernetics) e 
ajustadas com o programa Image Pro-Plus v.4.5.1.22 (Media Cybernetics). 
      
3.8 Avaliação da viabilidade das CTMs cultivadas com MCs 
 
Para a avaliação da sobrevida, as CTMs foram dissociadas das placas de 
cultivo pela adição de tripsina (0,05% p/v)-EDTA (0,02% p/v) e incubadas na estufa 
com 5% de tensão de CO2 a 37ºC por 30 min. Em seguida as células desaderidas 
da placa de cultivo foram coletadas, centrifugadas por 10 segundos para a formação 
do pellet e o pellet diluído em 200 µL de meio IMDM. Logo após as amostras 
diluídas eram coradas com azul de tripan na proporção de 1:1 (v/v) e então contadas 
na Câmara de Neubauer.     
Todos os valores foram arquivados no software Excel e os gráficos foram 
gerados como razão do número total de células de MC pelo número total de células 
de CT ± erro padrão da razão.  
 
3.9 Extração de RNA total 
 
A extração do RNA total das culturas de CTMs tratadas com MC ou com MNC 
foram realizadas com o kit RNeasy (QIAGEN) de acordo com as instruções do 
fabricante.  
As amostras foram primeiramente lisadas com o tampão RLT acrescido de β-
mercaptoetanol diluídas na diluição de 1:100 e tratadas com etanol 70%. Em 
seguida esse lisado foi aplicado em colunas de centrifugação contendo uma 
membrana de sílica (RNeasy Mini spin column) e centrifugado por 15 segundos à 
8000 x g. Logo após a amostra foi lavada com um tampão de lavagem por 15 
segundos à 8000 x g e tratadas com DNAse I (QIAGEN) por 15 minutos à 30ºC. AS 
colunas foram lavadas para remover os contaminantes presentes na amostra, e logo 
após foi concentrada e eluida em água. As concentrações do RNA foram 
determinadas por espectrofotometria (Nanodrop-Spectrofhotometer ND-100-
UNISCIENCE) e amostra foi armazenada a -70ºC. 
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3.10 Síntese de cDNA pela transcriptase reversa 
 
A síntese do DNA complementar (cDNA) seguiu com a concentração do RNA 
em Microcon 30 (Milipore) a partir de 1 µg de RNA total usando 1 µL de 10 mM de 
iniciadores oligo dT (USB Corporation) e 9,4 µL da mistura de reagentes descrito na 
tabela 2. Em seguida foram incubados à 42ºC por duas horas.  
 
Mistura de reagentes 
Concentração do estoque                            Concentração final 
Buffer ImProm II (Promega) 5x 
MgCl2 2,5mM 
dNTPs 10mM 
RNase Out (Promega) 40U/µL 







TABELA 2 – LISTA DE REAGENTES UTILIZADOS PARA A SÍNTESE DE CDNA 
FONTE: A autora (2009) 
 
 Após a incubação 2 U de RNase H (Promega) foram adicionadas e as 
incubações feitas por mais 30 min à 37ºC. A purificação do cDNA seguiu com a 
adição de 400 µL de água e a concentração em Microcon por 7 minutos à 12000 x g. 
O volume final foi completado para 300 µL e o cDNA foi quantificado por 
espectrofotometria (Nanodrop-Spectrofhotometer ND-100-UNISCIENCE) e diluído 
para uma concentração de 2 ng/µL (solução de uso).  
 
3.11 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 
     
A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada com 20-50 ng de 
cDNA, 20 mM tris HCL (pH 8,4), 50mM KCL, 10 pmol de iniciadores, 5 mM de 
MgCl2, 0,25 mM de dNTPs e 0,6 U de taq polimerase (InvitrogenTM, NY, USA). Os 
valores dos reagentes apresentados são acima, são valores do volume final da 
reação.   
Os oligonucleotídeos utilizados nesse trabalho foram desenhados com o 
auxílio do software PrimerSelect (DNAStar versão 5,03©) através das seqüências de 
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genes humanos disponíveis no NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequências dos 
iniciadores estão listadas na tabela 2.  
A PCR foi realizada em termociclador (Termociclador Biocycler MyGeneTM – 
Series Peltier Thermal Cycler, Perkin Elmer 9700 ou MWG Biotech) nas seguintes 
condições: 94ºC – 2 minutos; 30 ciclos de 94ºC – 15 segundos; a temperatura e o 
tempo de anelamento do iniciador ao cDNA variou de acordo com cada iniciador, 
conforme a tabela 3; 72ºC – 40 segundos e 72ºC – 3 minutos.  
 








GAPDH F: GGCGATGCTGGCGCTGAGTAC 
R: TGGTTCACACCCATGACGA 
NM 2597 150 55 30 




154 62 30 
cTnI F: GGGGGCCCGGGCTAAGGAGTC3 
R: AGGGCAGGGGCAGTAGGCAGGAAG 
NM 000363.4 183 60 30 
cTnT F: AGGAGAAGTTCAAGCAGCAGA 
R: GCGAGCGAGGAGCAGAT 
NM 000364.2 155 55 30 
Nkx2.5 F: GGTCTATGAACTGGAGCGGC 
R: ATAGGCGGGGTAGGCGTTAT 
NM004387.2 322 60 30 
VEGF F: CTACCTCCACCATGCCAAGTG 
R: TGCGCTGATAGACATCCATGA 
M27281 101 60 30 
 
TABELA 3 – PRIMERS UTILIZADOS PARA RT-PCR 
FONTE: A autora (2009) 
NOTA: Abreviações: Cx43: conexina 43; cTnI: troponina I; cTnT: troponina T; Nkx2.5: fator 
transcricional relacionado ao lócus 5; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; GAPDH: 
gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase.    
 
3.12 Eletroforese de DNA 
 
Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 
2%. Foram aplicados 20µL da reação de RT-PCR, visualizados pela marcação com 
brometo de etídeo (0,2 mg/L) e fotografado sobre a luz ultra violeta (UV White 






3.13 RT-qPCR  
 
A análise quantitativa dos transcritos dos genes de interesse foi realizada 
através da PCR em tempo real. Os qPCRs foram realizados no aparelho ABI PRISM 
7000® Sequence Detection System (Applied Biosystem). As amostras foram 
ensaiadas em volume de 20 µL de reação, contendo 20 ng do cDNA e 15 µL de 
SYBR Green Máster Mix (Aplied Biosystems®) com 5 pmoles de iniciadores, 
conforme as instruções do fabricante. Os ciclos da PCR consistiram de 95ºC por 10 
minutos; 45 ciclos de 95ºC por 15 segundos; 60ºC por 30 segundos e 72ºC por 1 
minuto; seguido de uma etapa adicional que corresponde a etapa que analisa a 
dissociação: 95ºC por 15 segundos; 60ºC por 1 minuto; 95ºC por 15 segundos e 
60ºC por 15 segundos. 
Para cada par de iniciadores utilizados foi necessário uma curva de diluições 
seriadas de amostras conhecidas. Os dados das reações com a curva fornecem 
valores com tendências de acordo com a diluição e com esses valores foi possível 
obter uma quantidade relativa à cada ciclo de amplificação. Todas a amostras foram 
feitas em triplicatas. 
Quanto à análise dos dados, a média dos valores relativos de expressão de 
conexina-43 e VEGF, por exemplo, foi dividida pela média dos valores relativos da 
espressão de GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase). Desta forma, as 
amostras diferentes são normalizadas de acordo com o gene constitutitvo (gene 
normalizador). A curva de dissociação foi utilizada para verificar a especificidade do 
produto.  
A análise estatística realizada considerou o desvio padrão relativo entre as 
triplicatas dos dados dos genes em estudo com o gene normalizador. Para isso, o 
coeficiente de variação (cv) é dado pela fórmula: 
 
Cv = DesvPad  2  +   Desv PadGAPDH 2     
                   MédiaQnt         MédiaQntGAPDH 
 
 
Onde: DesvPad: Desvio padrão das médias das quantidades relativas do gene; 
Média Qnt: Média das quantidades relativas do gene; DesvPadGAPDH: Desvio 
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padrão das médias das quantidades relativas do GAPDH; e Média QntGAPDH: 
Média das quantidades relativas de GAPDH. 
 
3.14 Imunofluorescência indireta (IFI) 
 
CTMs cultivadas com MNC e MC foram lavadas três vezes com PBS e 
fixadas por 5 min com paraformaldeído 4% (PFA). Após as células foram 
permeabilizadas em solução de PBS contendo 0,5% de triton X-100 por 30 min e 
bloqueadas com 5% de SFB (PBS-BSA) por 60 min. As amostras bloqueadas foram 
incubadas por 1h à 37ºC com anticorpos policlonais anti-troponina I cardíaca 
humana, anti-troponina T cardíaca humana (Santa Cruz Biotechnology, inc), anti-α-
actinina cardíaca humana, diluídos 1:200 e anti-conexina-43 humana (Becton 
,Dickison and Company), diluído 1:10 por 1 h à 37ºC. Todos os anticorpos foram 
diluídos em solução de PBS-BSA. Em seguida as amostras foram lavadas 3 vezes 
com PBS e incubadas por 30 min com Alexa 488-conjugado com anticorpo anti 
cabra IgG (Invitrogen) diluído 1:400 ou Alexa 456-conjugado com anticorpo anti 
camundongo IgG (Invitrogen) diluído 1:400 por 1 h à 37ºC. Novamente elas foram 
lavadas 3 vezes com PBS e logo após os núcleos foram marcados com 4’,6-
diamidine-2’phenylindole (DAPI 1 µg/µL) for 5min a temperatura ambiente. O 
excesso de DAPI foi retirado com 3 lavagens de PBS e as lamínulas foram fixadas 
em lâminas com n-propil-galato (200 µg/mL). As amostras foram fotografas usando 
um microscópio de epifluorescência óptica Nikon E-600, as imagens digitais foram 
capturadas através da câmera CoolSnap (Media Cybernetics) e ajustadas com o 
programa Image Pro-Plus v.4.5.1.22 (Media Cybernetics). 
 
3.15 Análise semi-quantitativa das amostras de imunofluorescência 
 
A porcentagem das células positivas para troponina I e troponina T cardíacas 
foi calculada através da fotografia em aumento de 20x e da contagem de células 
imuno-positivas e células totais em 10 campos aleatórios, usando o software Image 
J (www.rsbweb.nih.gov/ij). Foram contados aproximadamente 100 células por campo 
resultando num total de10000 células para cada condição. Todos os valores foram 
arquivados no software Excel e para as análises semi-quantitativas os valores foram 
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expressos pela razão das porcentagens de célula imunopositivas na cultura de, MC 



































4.1 Avaliação dos fatores solúveis presentes no meio condicionado.    
 
4.1.1 Identificação das proteínas do sobrenadante da cultura de explantes 
cardíacos humanos utilizando espectrometria de massas e arranjos de 
anticorpos 
 
Para a obtenção do meio condicionado foram usadas um total de 4,8 mg de 
explantes cardíacos humanos distribuídos em quatro garrafas de 75cm2 com 20 mL 
de meio IMDM sem soro em cada uma. No total foram obtidos 60 mL de meio 
condicionado de cada amostra para serem utilizados na análise proteômica e nos 
cultivos das CTMs. 
Sabendo que ácidos nucléicos podem interagir com proteínas e atrapalhar a 
identificação destas por espectrometria de massas, os MCs foram quantificados para 
avaliar a presença dos ácidos nucléicos nas amostras (figura 18 A). A concentração 
de ácidos nucléicos no MC foi de: 18,5 ng/µL em MC1, 5,8 ng/µL em MC2 e -0,8 
ng/µL em MC3 confirmando a presença de ácidos nucléicos nos MCs. 20 µL de cada 
MC foram aplicados em gel de agarose 2% (figura 18 B) comprovando os dados de 
quantificação.  
 
FIGURA 18 – CONTEÚDO DE ÁCIDOS NUCLÉICOS NAS AMOSTRAS DE MEIO CONDICIONADO 
DE TRIPLICATA DE EXPLANTES CARDÍACOS. 
FONTE: A autora (2009) 
NOTA: Abreviações: M; marcador de peso molecular, MC1-3; triplicata biológica do MC. 
 
Com o intuito de determinar a qualidade e a complexidade das proteínas 
presentes na amostra, estas foram analisadas por SDS-PAGE 15% e coradas com 
 230 260 280 [  ] ng/µL 
MC1 1,607 0,370 0,273 18,5 
MC2 0,695 0,117 0,138 5,8 
MC3 -1,566 -0,016 0,291 -0,8 
A B 
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Comassie-Blue. As amostras de proteínas presentes no MC são altamente 
complexas. Essas proteínas são de variados tamanhos, desde pequenos peptídeos 
até proteínas com altos pesos moleculares. Além disso, é possível observar que há 
uma grande quantidade de proteínas presente no MC e como esperado, não foram 
observadas proteínas no MNC. Ainda, quando analisamos os três meios verificamos 
que perfis de proteínas são muito similares com pequenas diferenças entre os 
diferentes doadores (ver setas na Figura 19). 
 
FIGURA 19 – PERFIL DA EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS EM MC1-3  
FONTE: A autora (2009) 
NOTA: As bandas apontadas com flechas em preto mostram proteínas que estão presentes em 
apenas um dos meios. Abreviações: MNC: meio não condicionado, MC1-3: triplicata biológica de MC 
 
O perfil de expressão das proteínas, visualizado por SDS-PAGE, serviu para 
avaliar a grande quantidade de proteínas liberadas pelos explantes cardíacos ao 
meio de cultivo.  
Com o intuito de identificar algumas proteínas e de diminuir a complexidade 
das amostras, algumas bandas do gel de proteínas SDS-PAGE 15% foram extraídas 
para análise em MALDI-TOF/TOF, no entanto não foi possível identificar nenhuma 
proteína ou devido a perda de material durante as etapas de lavagem, ou por causa 
da baixa liberação desses fatores pelos explantes cardíacos. 
Para uma melhor visualização, resolução, separação e identificação do 
proteoma celular foram realizados géis 2-DE seguido da espectrometria de massas. 
Como objetivo dessa abordagem foi identificar algumas proteínas abundantes no 
MC, apenas um dos quatro meios foi tratado para concentração e identificação das 
proteínas.   
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Antes do resultado final, que gerou a melhor visualização do proteoma em gel 
2-DE, vários testes para aumentar o rendimento da amostra e melhorar a separação 
de proteínas em gel, foram testados. Os resultados destes testes são mostrados na 
sessão de Anexos (Anexo 3). 
As proteínas concentradas e purificadas foram separadas com espectros de 
pH 3-10 e 4-7. Em gel de pH 3-10 houve uma separação razoável das proteínas, no 
entanto acima de 50 kDa ainda havia uma grande quantidade que não foram 
separadas, deixando um rastro no gel, devido a ampla faixa de pH que impede uma 
definição mais precisa do ponto isoelétrico das proteínas, acumulando todas muito 
próximas (Figura 20). Mesmo assim alguns spots foram extraídos e tripsinizados 
para análise por MALDI/TOF-TOF (Tabela 3).    
 
FIGURA 20 – GEL 2-DE COM PONTOS ISOELÉTRICOS DE pH 3-10 
FONTE: A autora (2009) 
NOTA: Os spots circulados correspondem aos spots que foram retirados manualmente do gel para 
tripsinização dos peptídeos.  
 
A separação isoelétrica de pH 4-7 foi mais eficiente em delinear essas 
proteínas que não estavam resolvidas em gel de pH 3-10. Com o pH 4-7, foi possível 
observar uma grande quantidade de proteínas, muitas apresentando isoformas. 
Estes géis comprovaram a alta complexidade das amostras com proteínas muito 
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abundantes e alguns spots com baixa intensidade de marcação o que está 
relacionado com a baixa abundância dessas proteínas no MC (Figura 21).     
 
FIGURA 21 – GEL 2-DE COM PONTOS ISOELÉTRICOS DE pH 4-7 
FONTE: A autora (2009) 
NOTA: Os spots circulados correspondem aos spots que foram retirados manualmente do gel para 
tripsinização dos peptídeos.  
 
Para a identificação dessas proteínas, aproximadamente 30 spots de cada gel 
foram retirados manualmente, na faixa de 10-50 kDa onde a definição e separação 
dos spots foi alta. Para a escolha dos spots não foram utilizados nenhum parâmetro 
como, por exemplo: tamanho dos spots, ponto isoelétrico entre outros. 
Das 60 proteínas retiradas dos géis, 20 foram identificadas, sendo que 10, 
que estão listadas na tabela 3, foram consideradas significativas com valor de 
EV≤10-3, podendo afirmar que a identificação dessas proteínas é confiável. As outras 
10 com valor de EV≥10-3 não permitem afirmar com confiabilidade que de fato esses 
peptídeos correspondem a essas proteínas. As 10 proteínas consideradas 
significativas possuem funções variadas e vão desde proteínas estruturais como a 
alfa actinina a metabólicas como a malato desidrogenase1 (Tabela 3). A forma em 




Proteina EV gene ID 
TPI1 triosefosfato isomerase 1 5,60E-13 7167 
ACTN3 alfa actinina 3  3,50E-08 89 
MDH1 malato dehydrogenase 1 8,00E-05 4190 
DCI dodecenoyl-Coenzyme A delta isomerase  3,80E-04 1632 
MyBPC Proteína C Cardiaca com ligação na miosina 4,20E-04 4607 
ACTA2 alfa actina 2 do músculo cardíaco da aorta 5,50E-05 59 
SOD2 superoxido dismutase 2, mitocondrial  5,70E-04 6648 
ACTC1 alfa actina cardíaco 1 do músculo 1,00E-03 70 
MYL4 cadeia leve da miosina 4 4,00E-03 4635 
MYLK quinase da cadeia leve da miosina 5,90E-03 4638 
 
 
TABELA 4 - TABELA DE DADOS GERADOS PELO PROGRAMA MASCOT.  
FONTE: A autora (2009) 
NOTA: Proteínas com valores EV<10-3 foram consideradas significativas. A tabela mostra os 
resultados das proteínas identificadas tanto em gel de pH 3-10 como de 4-7.  
 
 
Com o intuito de identificar moléculas indutoras de crescimento e 
diferenciação celular foram usados arranjos de anticorpos para avaliar a presença 
de citocinas e fatores de crescimento nos MCs que poderiam ser liberados pelos 
explantes cardíacos.   
Avaliando visualmente as membranas dos arranjos de anticorpos é possível 
observar que há um perfil de expressão diferenciada na intensidade dos spots entre 
MNC e MC (Figura 22). É importante salientar que as membranas do controle foram 
tratadas apenas com meio IMDM sem soro fetal bovino e os spots positivos que elas 
apresentam, são os controles positivos. As intensidades de fluorescência que 
apresentaram valores de p<0,05 nas membranas de MC variaram de 1,5 até 12 
vezes quando comparadas com a intensidade do spot das membranas do MNC. Por 
exemplo, IL-6 apresenta intensidade dos spots em torno de 10 vezes maior nas 
membranas de MC que os seus níveis no MNC. Enquanto que IL-8 apresenta um 
aumento de 1,5 em sua intensidade mesmo apresentando um valor estatístico 
significativo (p<0,05). Estas diferenças se tornam muito evidentes quando 
comparamos as membranas expostas por 40 segundos ao filme. A reprodutibilidade 





FIGURA 22 – CITOCINAS E FATORES DE CRESCIMENTO PRESENTES NO MEIO 
CONDICIONADO. 
FONTE: A autora (2009) 
NOTA: Os spots circulados em branco mostram a diferença na intensidade dos spots nas diferentes 
condições. Os spots circulados em vermelho são os controles positivos de cada spot. Abreviações: 
MNC: meio não condicionado; MC: meio condicionado. 
 
Das 23 citocinas possíveis de serem detectadas pelo arranjo de anticorpos, 4 
foram significativamente aumentadas em MCs com valor de p≤0,05. As quatro 
citocinas identificadas foram: regulador do crescimento de oncogene (GRO), 
interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8) e proteína 1 quimioatrativas de monócitos 
(MCP-1) (figura 23 A e C). Dos 41 fatores de crescimento possíveis de serem 
detectados nas membranas de arranjos, 6 estavam significativamente aumentados 
com valores de p≤0,01. Os seis fatores encontrados foram: fator de crescimento 
básico de fibroblastos (bFGF), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de 
crescimento de hepatócitos (HGF), fator de crescimento de ligação na proteína 1 tipo 
a insulina (IGFBP-1), -2 (IGFBP-2) e fator de crescimento tumoral β (TGF-β) (Figura 













FIGURA 23 – CITOCINAS E FATORES DE CRESCIMENTO SIGNIFICATIVOS PRESENTES NOS 
MCS. 
FONTE: A autora (2009) 
NOTA: Eixo Y representa a razão das intensidades dos spots normalizadas. *-p<0,05; **-p<0,01; ***-
p<0,001. As barras de erro representam o desvio padrão das quatro replicatas biológicas. 
 
 
4.2  Avaliação do efeito dos MCs nas CTMs  
 
4.2.1 Efeito sobre o número de células  
 
 Com o intuito de avaliar o potencial cardiomiogênico do MC, as CTMs foram 
cultivadas por 21 dias e analisadas após 6 e 21 dias. Durante os 6 dias de cultivo é 













































































alongado que as demais células (Figura 24 E e F) as quais conservam o aspecto 
morfológico semelhante aos fibroblastos (Figura 24 A e B). Após a terceira semana 
de cultivo percebe-se que um número muito maior de células apresenta esse 
aspecto alongado (Figura 24 G e H), mas as culturas altamente confluentes 
dificultam essa observação. 
 
FIGURA 24 – AVALIAÇÃO DO CRESCIMENTO CELULAR DAS CÉLULAS TRATADA E NÃO 
TRATADAS.  
FONTE: A autora (2008) 
NOTA: As diferenças entre as condições são visualizadas através da obtenção de imagens. Na 
primeira semana de tratamento, onde as células que foram tratadas com MC (E-H) se observa que há 
uma quantidade maior de células quando comparadas com as condições em que as CTMs foram 
tratadas com MNC (A-D). Abreviações: MNC: meio não condicionado; MC: meio condicionado. A 
barra representa 30 µm. As fotos das demais réplicas biológicas encontra-se nos anexos (Anexo V). 
 
 
Através da contagem do número de células foi possível comprovar que há 
uma quantidade maior de células nas amostras que foram tratadas com MC e que 
essa diferença é evidente já no 6º dia de cultivo. O gráfico representa a razão das 
médias dos valores totais de CTMs do MC sobre o CT e mostra um aumento do 
número de células de aproximadamente 2 vezes acima do valor de razão 1 durante 
o cultivo de seis dias e de 21 dias. A aparente diminuição ocorrida na quantidade de 
células no cultivo de 21 dias comparado com o de 6 dias é devido à confluência 
celular atingida pelas células, mas mesmo assim o número de células é aumentado 


























FIGURA 25 – GRÁFICO DA RAZÃO DAS MÉDIAS DO NÚMERO DE CÉLULAS  
FONTE: A autora (2008) 
NOTA: O eixo Y representa a razão da média do número total das células tratadas com MC e MNC. 
 
4.2.2 Efeito sobre a expressão de marcadores cardíacos em nível de mRNA 
 
O possível efeito cardiomiogênico dos MCs sobre as CTMs foi avaliado 
molecularmente através dos níveis de mRNA de genes cardíacos específicos como: 
troponina I, troponina T, conexina-43 e NKx 2,5 e gene específico do endotélio 
VEGF. Os níveis de mRNA  foram estabelecidos semi-quantitavamente  por RT-PCR 
para os genes: troponina I, troponina T, conexina-43, NKx 2,5 e VEGF e por PCR 
quantitativo para conexina-43 e VEGF.  
Para avaliar se as condições das reações, como por exemplo temperatura de 
anelamento e concentração de primers estavam corretas, bem como avaliar a 
funcionalidade dos primers, foi utilizado como controle positivo RNA total extraídos 
de células de cultura primária que migram dos explantes cardíacos.  
Através da RT-PCR, já é possível observar que ocorre a expressão de alguns 
genes cardíacos como conexina 43, troponina T, troponina I e do endotelial VEGF, 
logo após a primeira semana de cultivo. No entanto, os níveis de mRNA aumentam 
e se tornam mais evidentes na terceira semana para as três replicatas biológicas 
analisadas. O mRNA do gene Nkx 2,5 é evidente apenas na terceira semana de 


































FIGURA 26 – PERFIL DE EXPRESSÃO DOS GENES CARDÍACOS E ENDOTELIAIS DAS 
AMOSTRAS TRATADAS E NÃO TRATADAS NO CULTIVO DE 21 DIAS.    
FONTE: A autora (2008) 
NOTA: Abreviações: Cx43: conexina 43; cTnI: troponina I; cTnT: troponina T; Nkx2.5: fator 
transcricional relacionado ao lócus 5; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; GAPDH: 
gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase; MNC: meio não condicionado; MC: meio condicionado. O 
painel completo com a expressão dos genes durantes os 6 dias e 21 dias de cultivo encontra-se nos 
anexos (Anexo VI). 
 
Todos os marcadores cardíacos e o endotelial apresentaram elevados níveis 
de expressão de mRNA nas amostras que foram tratadas com MC quando 
comparadas com as amostras controle. Entretanto algumas CTMs do controle 
também apresentaram um baixo nível de expressão desses genes. Foram 
analisadas as expressões dos genes conexina 43 e VEGF por PCR quantitativo em 
tempo real e os valores adquiridos foram normalizados com os dados referentes ao 
GAPDH. Ambos os genes apresentaram um pequeno aumento de expressão já na 
primeira semana em todas as amostras, sendo que na terceira semana essa 
expressão foi aumentada de 2-4 vezes em duas amostras e se apresentou abaixo 













































































FIGURA 27 – PERFIL DE EXPRESSÃO DOS GENES CARDÍACOS E ENDOTELIAIS  
FONTE: A autora (2009) 
NOTA: O eixo Y representa a razão dos valores normalizados de células tratadas com MC e MNC.  
 
4.2.3 Imunolocalização das proteínas cardíacas nas CTMs tratadas com MC 
  
 Para avaliar o efeito do MC sobre as CTMs em nível de proteína, foram 
realizados estudos de imunolocalização de proteínas envolvidas com a contração 
muscular como troponina I, troponina T e α-actinina, bem como proteínas que 
possam auxiliar na transmissão de sinais intracelulares através da formação de 
junções gap como as conexinas 43.  
Claramente foram observadas diferenças entre as amostras tratadas com MC 
e controle. Após uma semana de cultivo já é possível detectar que uma sub-
população apresenta marcação positiva para troponina I, troponina T e α-actinina 
(Figura 28 E, G e H) nas amostras tratadas com MC em comparação com as células 
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do controle (Figura 28 A, C e D), onde não eram evidentes células marcadas. Para 
todas as amostras, a grande maioria das células positivas para as troponinas eram 
aquelas que também apresentavam morfologia alongada e o núcleo destas células 
também se mostrou alongado, conforme evidenciado pelo DAPI (Figura 28 E-H).  
Na terceira semana de cultivo a quantidade de células alongadas positivas 
para esses marcadores é mais evidente tanto quando se refere ao número absoluto 
de células quanto à intensidade maior de fluorescência (Figura 28 M, O e P). 
Também é notável que as células com morfologia e núcleo alongados, mostram o 
núcleo com uma marcação de DAPI mais forte quando comparadas com células que 














FIGURA 28 – PAINEL DOS ESTUDOS DE IMUNOFLUORESCÊNCIA INDIRETA 
FONTE: A autora (2009) 
NOTA: A figura representa apenas uma réplica biológica. As fotos de IFI das demais réplicas estão no 
anexo VII. Os marcadores utilizados para as análises de imunofluorescência estão indicados em cima 
da figura. Os dias de tratamento são mostrados no lado esquerdo e o tipo de meio utilizado nos 
cultivos das CTMs no lado direito (MC ou MNC). Os núcleos estão marcados com DAPI. Os 
resultados representam três experimentos independentes. As flechas mostram as marcações de 
troponina nas bordas de células adjacentes. Abreviações: Cx43, Conexina-43; cTnI, troponina 




Embora algumas CTMs não tratadas com MC tenham sido positivas para 
troponina I e troponina T, sua quantidade é muito menor quando comparadas com 
aquelas tratadas com MC. Uma análise semi-quantitativa para troponina I e 
troponina T revelou que CTMs tratadas com MC, que tem a morfologia e o núcleo 
alongados, apresentam uma quantidade maior de células positivas para esses 
marcadores quatro vezes mais que as CTMs do controle. A porcentagem de células 
positivas para troponina I e troponina T foi analisada pela contagem de células totais 
e marcadas, de 10 campos aleatórios, para cada amostra e cada marcador. Na 
primeira semana a porcentagem média de células positiva para troponina I e 
troponina T foi de 3,4 (± 1,3) e 3.9 (±1.7) respectivamente e na terceira semana de 
tratamento com MC, as porcentagens médias dos mesmos marcadores foram de 4.7 
(±1.7) e 5.0 (±2.2) respectivamente.    
Quando foram calculadas as razões das porcentagens de células positivas 
para ambos os marcadores, o resultado foi em torno de 4 e nenhuma diferença 
significativa foi observada nem entre os marcadores nem entre as semanas de 

























FIGURA 29 – QUANTIDADE DE CTMs POSITIVAS PARA TROPONINA I E TROPONINA T 
FONTE: A autora (2009) 
NOTA: O eixo Y representa a razão das médias dos valores totais das CTMs positivas para os 
troponina I e troponina T do MC sobre o MNC 
 
Apesar da técnica de RT-PCR ter mostrado que os níveis do transcrito de 
conexina-43 aumentam nas culturas tratadas com meio condicionado, nenhuma 
diferença grande foi observada nas análises de IFI entre as células controle e 
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tratadas com MC. No entanto, a marcação para a conexina-43 foi observada nas 
bordas de células adjacentes (“pontos” vermelhos alinhados, Figura 33) 



































O presente trabalho de dissertação mostrou que os explantes cardíacos 
humanos liberam macromoléculas como citocinas, fatores de crescimento e 
proteínas do miocárdio ou do metabolismo celular no meio condicionado. Assim, foi 
possível identificar no MC um total de 20 proteínas. Como mostrado por géis SDS-
PAGE e 2-DE, essas proteínas são somente uma fração do número total de 
proteínas presentes no MC, pois para uma maior identificação dessas proteínas 
seria necessário um método mais acurado e abrangente. Também foi mostrado que 
o meio condicionado aumenta o número de células das CTMs in vitro quando 
tratadas com o meio. No entanto ainda será necessário comprovar se o aumento do 
número de células é devido à indução da mitose e/ou efeitos citoprotetores ou 
antiapoptóticos do MC. Também foi comprovado que as CTMs tratadas com MC in 
vitro se tornam mais alongadas e são induzidas a expressar marcadores específicos 
cardíacos, sugerindo que elas estejam diferenciando para células semelhantes a 
cardiomiócitos.          
O coração é um órgão composto de muitos tecidos e tipos celulares 
diferentes. Todas essas células, por exemplo, células endoteliais e cardiomiócitos, 
são fontes potenciais de fatores parácrinos que podem auxiliar a reparar o tecido 
cardíaco logo após o infarto. Mais recentemente foram encontradas células-tronco 
adultas ou residentes no coração. As células-tronco residentes são células 
indiferenciadas, em número extremamente baixo, e que estão entre células 
diferenciadas de tecidos ou órgãos maduros (STASTNA et al, 2009). Além disso, 
tem sido mostrado que as células tronco residentes cardíacas são capazes de 
produzir e secretar uma grande variedade de citocinas, quimiocinas e fatores de 
crescimento que estão envolvidos no reparo cardíaco (GNECCHI et al, 2008).  
As células tronco residentes podem ser obtidas a partir de explantes 
cardíacos quem vêm sendo utilizados como fonte de células para cultivos primários. 
Barile e colaboradores (2007) descrevem que dos explantes orginários de 
espécimes de biópsias atriais e ventriculares ocorre uma migração de células que 
produzem uma monocamada de células heterogêneas na placa de cultivo.   
Nesse contexto foi hipotetizado que os explantes cardíacos pudessem liberar 
um conjunto de fatores envolvidos com o reparo cardíaco (crescimento ou 
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diferenciação celular). Assim, nesse trabalho de dissertação os explantes foram 
utilizados como fonte de fatores parácrinos para gerar meios condicionados.  
Os explantes foram cultivados por 6 dias em meio de cultivo IMDM para a 
obtenção dos MCs e, na maioria dos casos, esse tempo não é o suficiente para que 
as células migrem dos explantes para a placa de cultivo. De fato não foi observado 
migração de células a partir dos explantes.  
Mesmo tendo lavado os explantes várias vezes antes do estabelecimento de 
cultivo, a presença de algumas proteínas estruturais (cMyBP-C e α-actin) e 
metabólicas (triosephosphate isomerase e malate dehydrogenase), identificadas por 
2-DE/MALDI-TOF/TOF, é provavelmente devido a dissociação mecânica necessária 
para a obtenção dos explantes ou, talvez, devido aos processos 
necróticos/apoptóticos sofridos pelas células que ocorrem durante o tempo de 
cultura. 
Muitos estudos têm identificado biomarcadores candidatos analisando as 
proteínas liberadas no sangue logo após o infarto do miocárdio. O biomarcador ideal 
para ser usado como um detector do infarto é aquele que possui especificidade 
cardíaca e é liberado rapidamente após o dano do miocárdio em altas 
concentrações e facilmente detectáveis (COLLINSON et al., 2007; SADAYAPPAN et 
al., 2006; YUAN et al., 2006; JACQUET et al., 2009). 
 Proteínas estruturais, tais como troponinas, têm sido detectadas na 
circulação e são atualmente utilizadas como marcadores do soro para necrose de 
células do miocárdio (BABUIN et al., 2005; COLLINSON et al., 2007; INBAR et al., 
2009). Foi demonstrado recentemente que MyBP-C é encontrada em coração de 
rato sujeito à reperfusão isquêmica (SADAYAPPAN et al., 2006), em coração de 
cachorro sujeito a um baixo fluxo de isquemia (YUAN et al., 2006) e no plasma de 
ratos com infarto agudo do miocárdio (JACQUET et al., 2009). Jacquet (2009), 
através de experimentos de re-perfusão em que primeiro ele obstrui uma artéria de 
rato e depois deixa a corrente sanguínea fluir novamente, foi quem primeiro sugeriu 
que cMyBP-C talvez funcione como um excelente novo biomarcador de infarto 
devido aos altos níveis encontrados na circulação após a injúria e pela resposta 
rápida após o infarto. 
Além de proteínas estruturais e metabólicas também foram identificadas 
proteínas antioxidantes como a peroxidoxina. O oxigênio e outros radicais livres são 
liberados durante o processo de isquemia devido ao estresse sofrido pelo tecido 
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com o dano do miocárdio e proteínas como a peroxidoxina estão envolvidas em 
neutralizar esses radicais livres (ZWEIER & TALUKDER, 2006), conferindo um efeito 
de citoproteção ao miocárdio danificado (SCHRODER et al., 2008). Ratos que não 
apresentam a peroxidoxina mostram uma suscetibilidade à injúrias isquêmicas 
(MATSUSHIMA et al., 2006) o que sugere que a peroxidoxina previne que outros 
infartos aconteçam (ARAKI et al., 1999). Embora a peroxidoxina não tenha sido 
considerada significativa por causa do valor de EV ≥10-3 talvez ela tenha algum 
efeito citoprotetor nas CTMs impedindo a apoptose e aumentando assim o número 
de CTMs nas culturas tratadas com MC. Com técnicas mais efetivas, como por 
exemplo, um pré-fracionamento das proteínas do MC e com a utilização de 
espectrômetros mais sofisticados e acurados como o Orbitrap será possível 
determinar se de fato essa proteína é um componente dos MCs.   
Juntamente com proteínas estruturais e metabólicas esperávamos identificar 
fatores de crescimento e citocinas, que também fossem liberadas pelas células dos 
explantes cardíacos ao meio condicionado. A maioria dos estudos de proteômica 
envolvendo células tronco tem contado com o auxílio do gel bidimensional (2-D), que 
separa proteínas de acordo com seu pI (carga) e massa (peso molecular); e com o 
auxílio da espectometria de massas para a identificação de proteínas. No entanto o 
gel 2-D tem muitas limitações como, por exemplo: solubilização de proteínas 
hidrofóbicas de membranas e a identificação de proteínas de baixa abundância. 
Talvez pela baixa secreção dessas proteínas ao MC, ou por causa da perda de 
material pelas técnicas de precipitação e lavagem ou ainda pela pequena 
sensibilidade do MALDI-TOF/TOF em identificar fatores de baixa abundância, não foi 
possível o reconhecimento de citocinas e fatores de crescimento no MC por 2-
DE/MALDI-TOF/TOF (MANN et al., 2001).     
Através da análise de arranjo de anticorpos foi demonstrado que os explantes 
cardíacos secretam citocinas como: GRO, IL-6, IL-8 e MCP-1 e fatores de 
crescimento como: bFGF, EGF, HGF, IGFBP-1, -2 e TGF-β ao MC. Por 
experimentos de re-perfusão cardíaca em ratos, Frangogianes (1998) mostrou que 
ocorre a ativação de citocinas das células de tecidos danificados pelo infarto, com a 
indução e liberação de citocinas pró-inflamatórias como a interleucina 6 (IL-6). A IL-6 
é mostrada como um fator liberado em resposta ao estresse causado pelos danos 
do miocárdio (MANN, 2003). Na fase aguda do infarto do miocárdio, a ativação 
inflamatória é aumentada com a predominante resposta pré-inflamatória e um 
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aumento no nível de IL-6 no soro (KARPIŃSKI et al., 2009). A IL-6 é uma citocina 
pleiotrópica responsável por muitos processos diferentes incluindo: crescimento 
celular, apoptose, sobrevivência e diferenciação em vários tipos celulares e órgãos, 
inclusive o coração (BANERJEE et al., 2009). A produção local ou sistêmica de 
mediadores inflamatórios talvez influencie não somente a migração das CTMs aos 
tecidos danificados (RIES et al., 2007; WANG et al., 2008; GIRGENRATH et al., 
2006), mas também a proliferação, diferenciação (COYNE et al., 2006) e a 
integração das CTMs exógenas aos tecidos danificados (NIAN et al., 2004). Além 
disso, as citocinas como IL-6 podem induzir a secreção de fatores de quimiocinas 
importantes na regulação da angiogênese (FRANGOGIANNIS, 2008).  
A indução das quimiocinas ocorre como resposta inflamatória logo após o 
infarto do miocárdio (FRANGOGIANNIS, 2007). Similarmente, neste trabalho foram 
identificadas quimiocinas como a IL-8, Gro-α e MCP-1. IL-8 e Gro-α trabalham 
conjuntamente na ativação de neutrófilos ao tecido danificado com infarto do 
miocárdio (MUKAIDA, 2000), além de participarem no processo de angiogênese 
(KOCH, et al., 1992). Kocher e colaboradores (2006) descrevem que a produção de 
IL-8 e Gro-α por células endoteliais regulam a habilidade das quimiocinas induzirem 
a neovascularização, proteção contra a apoptose dos cardiomiócitos e recuperação 
da função cardíaca. MCP-1 tem importante efeito no recrutamento e ativação de 
macrófagos, síntese de citocinas e acúmulo de miofibroblastos durante o processo 
de cicatrização do coração causado pelo infarto. A ausência de MCP-1 resulta numa 
lentidão no processo de troca dos cardimiócitos danificados pelo infarto (XIA & 
FRANGOGIANNIS, 2007).    
Como citado acima, muitas das citocinas estão envolvidas no processo de 
reparo do miocárdio infartado. A cicatrização do miocárdio infartado resulta de 
mudanças nas interações adesivas entre células endoteliais, na vasculatura pré-
existente e na matriz extracelular que são reguladas por fatores localmente 
produzidos (citocinas e quimiocinas) e que levam a migração de células endoteliais, 
proliferação, reorganização e formação de pequenas veias (KOCHER et al., 2006). 
Portanto, se fizermos um paralelo da cicatrização do miocárdio, que ocorre 
naturalmente, com meu modelo de estudo, é possível afirmar que as citocinas e 
quimiocinas presentes no MC talvez estejam agindo nas CTMs através do aumento 
da quantidade de células e/ou induzindo a diferenciação das células em 
cardiomiócitos, da mesma forma que ocorre in vivo.        
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Os fatores de crescimento como bFGF, EGF, HGF, IGFBP-1 e 2 e TGF-β 
também foram identificados no MC. Alguns desses fatores desenvolvem um papel 
no reparo tecidual e, como descrito na sessão de introdução, são também cruciais 
na especificação dos cardiomiócitos durante o desenvolvimento (PANDUR, 2005).  
O fator de crescimento FGF juntamente com proteína morfogenética do osso 
(BMP) e com as proteínas Wnt são um dos fatores responsáveis pela indução da 
ativação de fatores transcricionais cardíacos durante a diferenciação cardíaca 
(WALTERS et al., 2001). O maior receptor de FGF no coração é FGFR1 e 
experimentos com CTEs de camundongos diferenciadas em corpos embrióides 
confirmaram que quando esses corpos embriódes não possuíam o receptor de FGF 
as células não diferenciaram em cardiomiócitos, comprovando o papel de FGF na 
especificação dos cardiomiócitos durante o desenvolvimento cardíaco (RONCA et 
al., 2009). Hahn (2008) por meio da indução da diferenciação de CTMs de 
camundongos com FGF e TGF-β comprovou que esses fatores de crescimento 
induziram o aumento da expressão de fatores transcricionais cardíacos como a Nkx 
2.5, auxiliaram na diferenciação em células semelhantes à cardiomiócitos e 
exerceram efeitos citoprotetores nas CTMs.    
TGF-β, um fator multipotente associado com a neoangiogênese, possui um 
papel na diminuição dos sinais inflamatórios e indução da diferenciação das CTMs 
(ABARBANELL et al., 2008). Mais recentemente, Li et al (2008) descreveram que 
TGF-β induz a diferenciação de CTMs em cardiomiócitos imaturos e Chang (2008) 
através de estudo in vitro comprova que o cultivo prolongado de CTMs com TGF-β 
induz as CTMs a expressarem marcadores de superfície cardíacos. Entretanto 
Hermona e colaboradores (2007) afirmaram que os efeitos prolongados de TGF-β in 
vivo necessitam de mais estudos já que TGF-β pode causar hipertrofia nos 
cardiomiócitos.  
Estudos in vitro também comprovam que o cultivo prolongado de CTMs ao 
HGF induz as CTMs a expressarem marcadores de superfície cardíacos, além de 
estar envolvido na migração, proliferação e diferenciação das CTMs (FORTE et al., 
2006).  
Recentemente Zhuo (2008) e colegas mostraram que IGFBP-4 pode induzir a 
diferenciação de células carcinoma embrionárias a cardiomiócitos por agir 
independente do fator de crescimento semelhante à insulina (IGF) e por antagonizar 
a via Wnt/β-catenina através de interações direta com os receptores Frizzled e 
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LDLR-relacionado as proteínas 5/6 (LRP5/6). Análises de imunoprecipitação e 
western blot demonstram que IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-4 e IGFBP-6, mas não 
IGFBP-3 ou IGFBP-5 interagem com LRP6 ou Frz8CRD. Além disso, estudos com 
ratos “knock out”, testando cada um dos IGFBPs separadamente e combinados, 
mostrou que IGFBP-1 e -2 são geneticamente semelhantes com IGFBP-4. 
Os receptores de Wnt existentes em CTEs talvez existam em CTMs e da 
mesma maneira que IGFBP-4 tem funcionalidade nas CTEs para a diferenciação é 
possível que IGFBP-1 e -2 encontrados em nossas condições experimentais tenham 
funcionalidade apenas em CTMs. Ainda, IGFBP-1 e -2 talvez induzam as CTMs a 
diferenciar em células semelhantes a cardiomiócitos, possivelmente por antagonizar 
a sinalização Wnt. É possível que os demais fatores de crescimento e citocinas, bem 
como outros fatores que não foram identificados, estejam agindo em conjunto na 
indução das CTMs à células semelhantes a cardiomiócitos promovendo a expressão 
de marcadores cardíacos nas CTMs, como indicado por RT-PCR e 
imunofluorescência.  
A eficácia dos transplantes de CTMs seria melhorada se houvesse uma pré-
diferenciação destas células em cardimiócitos in vitro antes dos transplantes in vivo 
evitando a diferenciação das CTMs à tipo celular não desejado (RANGAPPA et al., 
2003). Alguns trabalhos propõem que o tratamento de CTMs com fatores de 
crescimento como FGF (HAHN et al., 2008) e com citocinas (ABARBANELL et al., 
2009) como IL-6, talvez facilitem a diferenciação das CTMs em cardiomiócitos. 
Sabendo que em nosso MC poderiam ser encontrados, e de fato foram encontrados, 
fatores de crescimento e citocinas, as CTMs foram cultivadas com MC de explantes 
cardícos. Interessantemente elas expressaram marcadores cardíacos em nível de 
mRNA e proteína.  
É interessante ressaltar que as CTMs tratadas com meio IMDM suplementado 
com 5% de soro fetal bovino também expressaram alguns dos genes cardíacos e 
células imunopositivas para troponinas. A expressão espontânea de marcadores 
musculares por CTMs tem sido descrito em outros artigos (SESHI et al, 2003; 
ANTONITSIS et al, 2007; GONZALEZ et al, 2007; LEE et al, 2009) e conforme 
descrito pelo grupo de Verfaille, as CTMs são células “pluridiferenciadas” (JIANG et 
al, 2002). Além disso, já foi descrito que a diferenciação in vitro de CTEs à células 
endócrinas pode ser induzida com níveis baixos de soro, em torno de 1% (VICENT & 
ODORICO, 2009). Recentemente Yang e colaboradores (2009) ao tratar células de 
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carcionomas embrionárias com 5-azactidina e baixa concentração de soro mostrou 
um aumento significativo na percentagem de células diferenciadas em relação ao 
controle.  Assim, em nosso modelo a utilização de somente 5% de soro nos cultivos 
tratados com meio não condicionado pode ter induzido um pequeno grupo de células 
a expressarem marcadores cardíacos. De qualquer forma, as culturas tratadas com 
meio condicionado que também possuíam 5% de soro mostraram uma população 
muito maior de células que expressam marcadores cardíacos.  A quantificação das 
CTMs tratadas e não tratadas com MC por IFI mostrou que 4,7-5 % das células 
possivelmente diferenciaram em células semelhantes a cardiomiocitos. Esta 
percentagem é muito maior que o que foi mostrado em outros trabalhos em que 
foram quantificadas as percentagens de células humanas diferenciadas in vitro; por 
exemplo, no modelo proposto por Rangappa e colaboradores (2003) utilizando 5-
azcitidina apenas 0,05% das CTMs tratadas diferenciaram a cardiomiocitos. 
O presente estudo demonstrou que os explantes cardíacos humanos liberam 
citocinas e fatores de crescimento no meio que são importantes para a indução das 
CTMs humanas a diferenciarem em células semelhantes a cardiomiócitos. 
Entretanto muitos estudos precisam ainda ser realizados como, por exemplo, 
identificar o perfil proteômico com técnicas mais sensíveis, descobrir se os fatores 
identificados são os responsáveis pela expressão dos marcadores cardíacos 
observados, como esses fatores estão agindo e por quais vias, se os efeitos dos 
fatores são citoportetores ou indutores de diferenciação, entre outras tantas 
possibilidades. 
Além disso, o modelo in vitro proposto nesse trabalho pode ajudar a entender 
os mecanismos de ação de fatores solúveis envolvidos com o reparo cardíaco. 
Descobrindo qual é o efeito desses fatores nas células é possível pensar 















 Foram identificadas em torno de 20 proteínas: estruturais, metabólicas, 
citocinas e fatores de crescimento;  
 O meio condicionado promove o aumento do número de células por um efeito 
proliferativo e/ou citoprotetor (necrose/apoptose); 
 Os MCs de explantes induzem as CTMs a expressarem marcadores 














































 Identificar por um método mais sensível e acurado como o Orbitrap o 
proteôma dos meios condicionados dos explantes cardíacos humanos; 
 Avaliar os efeitos citoprotetores dos fatores solúveis nas células tronco 
mesenquimais in vitro através de ensaios com anexina V e iodeto de 
propídeo; 
 Definir qual a função de IGFBP-1 e -2 durante a proliferação e diferenciação 
das CTMs a cardiomiócitos através do cultivo das CTMs com essas proteínas 
reombinantes; 
 Identificar a possível via de sinalização de IGFBP-1 e -2 nas células tronco 
mesenquimais por meio de ensaios de RNA de interferência; 
 Avaliar os efeitos fisiológicos dos fatores solúveis do meio condicionado 
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O MALDI-TOF/TOF é uma técnica utilizada para a identificação de proteínas 
através de carga e massa molecular. Nessa técnica os peptídeos resultantes da 
digestão enzimática pelas tripsinas são irradiados por pulsos de laser para serem 
ionizados. Devido aos pulsos de laser, os íons adquirem energia cinética e são 
acelerados entrando no tubo de “vôo” do espectrômetro de massa. Os íons com 
menor m/z têm uma velocidade maior, atingindo o detector antes dos íons com 
maior m/z (Figura 1). 
 
FIGURA 1 – MODELO DA PARTE INTERNA DO EQUIPAMENTO MALDI-TOF/TOF 
FONTE: www.giga.ulg.ac.be (2009)  
 
O software relaciona tempo de vôo com uma possível m/z gerando assim, o 
espectro de íons (Figura 2). Os números acima de cada barra são a massa 
molecular de cada íon e a altura da barra corresponde à abundância relativa 




FIGURA 2 – GRÁFICO GERADO PELO SOFTWARE FLEXANALYSIS 
FONTE: A autora (2009) 
NOTA: Gráfico mostrando quais são os peptídeos mais presentes na amostra.  
 
Esse conjunto de massas é então comparado com as massas moleculares de 
peptídeos que teoricamente seriam gerados por digestão tríptica, da mesma maneira 
que a amostra em estudo, e que estão depositados em bancos de dados 
(databases) on line. A comparação resulta em uma lista de proteínas teóricas que 
podem corresponder à proteína analisada experimentalmente (Figura 3)  
Quando a amostra tiver no mínimo 5 peptídeos que combinam com peptídeos 
teóricos dos databases (p<0,05) ela pode ser considerada confiável para afirmar que 
de fato aquela amostra é a proteína apontada pelo programa de busca (MANN et al, 
2001) pois o valor de p<0,05 é a probabilidade de que essa combinação seja 
aleatória. Assim quanto maior a correspondência entre os peptídeos da amostra e os 
peptídeos teóricos menor é o valor esperado (EV) e mais confiável é a identificação 
experimental da proteína (Figura 3).   
 
        Relação massa/carga 
   













FIGURA 3 – RESULTADOS DA PESQUISA EM BANCO DE DADOS 
FONTE: www.ncbi.nih.gov (2009) 
NOTA: Circulado em vermelho está o EV que quanto menor, aumenta a probabilidade de 





















Protocolos testados para preparação de proteínas para gel 2-DE que não 
foram eficientes para a precipitação e separação das proteínas. 
 
Protocolo 1: As proteínas do meio condicionado foram precipitadas por 1 h em gelo 
com 10% de ácido trifluoroacético (TCA) (MERCK) e centrifugados a 12000 x g por 
15 min a 4ºC, lavados duas vezes com 0,07% de β-mercaptoetanol diluído em 
acetona 100% (MERCK) e centrifugados a 12000 x g por 15 min a 4ºC a cada 
lavagem. Ao final os meios foram lavados com acetona 80% e centrifugados a 
12000 x g por 15 min a 4ºC. O pellet foi ressuspendido em uma solução de 7 M de 
uréia e 2 M de thioureia e rehidratado em diferentes soluções: 
 





























































Gel 2-DE com proteínas re-hidratadas com solução 1 
 
 







Gel 2-DE com proteínas re-hidratadas com solução 3 
 
 






Gel 2-DE com proteínas re-hidratadas com solução 5 
 
 
Protocolo 2: Os meios condicionados foram incubados com inibidores de proteases 
(1 mM PMSF e 10 µM TLCK) e as proteínas do meio foram precipitadas com TCA, 
conforme protocolo 1. As proteínas precipitadas foram ressuspendidas em 2M de 
uréia deionizada com 4% de CHAPS e incubadas por 16 h à -20ºC. Ligações 
dissulfito foram reduzidos com 10 mM de DTT (30 min em temperatura ambiente) e 
alquilados com 15 mM de iodoacetamida (IAA) e 10 mM de DTT (30 min em 
temperatura ambiente). Após foi adicionado 0,5% de IPG buffer (GE Healthcare) e 
10% de isopropanol. 
A concentração de proteína foi determinado com kit 2D-Quant (GE Healthcare 
Amersham Biosciences, USA) e 150 µg de proteínas foram solubilizadas em volume 
total de 100 µl na solução de re-hidratação (8 M de uréia, 2% de CHAPS e 0,002% 









































Tabela de todas as proteínas identificadas pelo MALDI-TOF/TOF. As dez 
primeiras proteínas foram consideradas significativas com valores de EV≤10-3 e as 
demais não foram significativas com valores de EV≥10-3. 
 
Proteina EV gene ID 
TPI1 triosephosphate isomerase 1 5,60E-13 7167 
ACTN3 actinin, alpha 3  3,50E-08 89 
ACTA2 actin, alpha 2, smooth muscle, aorta 5,50E-05 59 
MDH1 malate dehydrogenase 1 8,00E-05 4190 
DCI dodecenoyl-coenzyme A delta isomerase  3,80E-04 1632 
MyBPC cardiac myosin binding protein C 4,20E-04 4607 
SOD 2 superoxide dismutase 2 mitochondrial 5,70E-04 6648 
ACTC1 actin, alpha, cardiac muscle 1 1,00E-03 70 
MYL4 myosin, light chain 4 4,00E-03 4635 
MYLK myosin light chain kinase 5,90E-03 4638 
ATP5B mitochondrial ATP synthase 9,10E-03 506 
PIAS-NY protein  2,40E-02 100131674 
PRDX3 peroxiredoxin 3_CRA-c 3,10E-02 10935 
ENO 3 enolase 3 5,90E-02 2027 
ECHS1 enoyl Coenzyme A hydratase 1 2,90E-01 1892 
CKM creatine kinase M 3,50E-01 1158 
IL22 Interleukin 22 3,5 50616 
ACTG2 actin, gamma 2 propeptide 5,2 72 
ENO 1 crystal structure of human enolase 1 6,3 2023 
HLA-DRB4 major histocimpatibility complex, DR beta 4 15 3126 

























Tabela com todos os fatores de crescimento possíveis de serem identificados 
no arranjo de anticorpos. Resultados obtidos da subtração dos valores de 
backgrounds e calculados em relação à média do controle positivo. Os valores 
normalizados foram copiados para o software estatístico GraphPad Prism 5.Todos 
os valores foram expressos como média ± erro padrão da média e comparações 
entre os grupos foram feitos por “two-way ANOVA”. Valores de p<0,05 foram 
considerados significativos. 
FC VI Valor P   
GDNF 0,4 P > 0.05 ns 
FGF-4 1,0 P > 0.05 ns 
G-CSF 1,1 P > 0.05 ns 
SCF 1,2 P > 0.05 ns 
VEGF 1,3 P > 0.05 ns 
PDGF 1,3 P > 0.05 ns 
IGF-II 1,3 P > 0.05 ns 
PIGF 1,3 P > 0.05 ns 
VEGF 1,4 P > 0.05 ns 
PDGF-BB 1,4 P > 0.05 ns 
IGFBP-3 1,5 P > 0.05 ns 
PDGF 1,5 P > 0.05 ns 
IGFBP-6 1,6 P > 0.05 ns 
PDGF-AB 1,6 P > 0.05 ns 
HB-EGF 1,6 P > 0.05 ns 
MCSF 1,6 P > 0.05 ns 
NT-3 1,6 P > 0.05 ns 
VEGF 1,7 P > 0.05 ns 
NT-4 1,7 P > 0.05 ns 
PDGF-AA 1,7 P > 0.05 ns 
IGF-I 1,7 P > 0.05 ns 
GM-CSF 1,8 P > 0.05 ns 
bNGF 1,8 P > 0.05 ns 
EGF 1,8 P > 0.05 ns 
FGF-6 1,9 P > 0.05 ns 
TGF-b2 1,9 P > 0.05 ns 
AR 2,0 P > 0.05 ns 
IGF-I 2,0 P > 0.05 ns 
IGFBP-4 2,2 P > 0.05 ns 
FGF-7 2,4 P > 0.05 ns 
TGF-b3 2,5 P > 0.05 ns 
EGF 2,5 P<0.001 *** 
M-CSF 2,7 P > 0.05 ns 
IGFBP-2 3,2 P<0.001 *** 
VEGF 3,8 P > 0.05 ns 
SCF 4,5 P > 0.05 ns 
TGF-b 5,4 P<0.001 *** 
IGFBP-1 5,7 P<0.01 ** 
TGF-a 6,4 P > 0.05 ns 
HGF 6,9 P<0.001 *** 
bFGF 11,9 P<0.001 *** 
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Eixo Y representa a razão das intensidades dos spots normalizadas. As barras de 









































































































































































Tabela com todas as citocinas possíveis de serem identificados no arranjo de 
anticorpos. Resultados obtidos da subtração dos valores de backgrounds e 
calculados em relação à média do controle positivo. Os valores normalizados foram 
copiados para o software estatístico GraphPad Prism 5.Todos os valores foram 
expressos como média ± erro padrão da média e comparações entre os grupos 
foram feitos por “two-way ANOVA”. Valores de p<0,05 foram considerados 
significativos. 
 
CC VI Valor P   
IL-10 0,9 P > 0.05 ns 
RANTES 0,9 P > 0.05 ns 
IL-3 1,1 P > 0.05 ns 
MIG 1,1 P > 0.05 ns 
IL-1alpha 1,1 P > 0.05 ns 
TNF-alpha 1,3 P > 0.05 ns 
TNF-beta 1,3 P > 0.05 ns 
GM-CSF 1,3 P > 0.05 ns 
TGF-beta 1,4 P > 0.05 ns 
IL-8 1,5 P < 0.05 * 
IFN-gamma 1,7 P > 0.05 ns 
MCP-3 2,0 P > 0.05 ns 
GRO 2,1 P<0.001 *** 
IL-5 2,4 P > 0.05 ns 
IL-2 2,4 P > 0.05 ns 
MCP-2 2,4 P > 0.05 ns 
G-CSF 2,5 P > 0.05 ns 
MCP-1 2,8 P<0.001 *** 
IL-15 3,1 P > 0.05 ns 
IL-7 3,4 P > 0.05 ns 
GRO-alpha 5,2 P > 0.05 ns 
IL-13 5,6 P > 0.05 ns 
IL-6 10,0 P<0.001 *** 
 
 












Eixo Y representa a razão das intensidades dos spots normalizadas. As barras de 



































































































































Os dias de tratamento são mostrados no lado esquerdo e o tipo de meio utilizado 




























 Fotos das RT-PCRs das duas semanas de cultivo. É possível observar que na 
primeira semana apenas a expressão do gene conexina-43 é visualizado nas três 








Abreviações: Cx43: conexina 43; cTnI: troponina I; cTnT: troponina T; Nkx2.5: fator 
transcricional relacionado ao lócus 5; VEGF: fator de crescimento endotelial 
vascular; GAPDH: gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase; MNC: meio não 


































Os marcadores utilizados para as análises de imunofluorescência estão indicados 
em cima da figura. Os dias de tratamento são mostrados no lado esquerdo e o tipo 
de meio utilizado nos cultivos das CTMs no lado direito (MC ou MNC). Os núcleos 
estão marcados com DAPI. Abreviações: Cx43, Conexina-43; cTnI, troponina 
cardíaca I; cTnT, troponina cardíaca T; ACTN, α-actinina. Barra da escala= 30 µm. 
cTnI Cx43 cTnT ACTN 
